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1 UVOD 
1.1   NAMEN IN POVOD DELA       
Velik del trajnih celičnih linij, ki jih v laboratoriju uporabljamo za proizvodnjo bioloških 
molekul ali raziskovanje celičnih funkcij, je lahko okuženih z mikoplazmami. Le-te vplivajo 
na celično funkcijo, saj s celicami tekmujejo za hranila v gojišču. Za hitro prepoznavo 
okužene kulture je potrebno najti metodo, ki bo učinkovita in hitra, hkrati pa zaradi rutinske 
uporabe preprosta in poceni. Drexler in Uphoff (2002) sta ugotovila, da je okuženih kar med 
15 in 35 % kontinuirnih celičnih linij, med njimi so predvsem bolj pogosto uporabljene 
celične linije, s katerimi večkrat rokujemo in so posledično bolj dovzetne za kontaminacijo. 
Kadar je okužena linija nenadomestljiva, je potrebno najti tudi učinkovito in zanesljivo 
metodo za odstranitev mikoplazem, ki pa ne sme vplivati na celično kulturo. Najpogostejša 
izbira zdravljenja je uporaba antibiotikov, pri katerih pa je največja ovira pojav rezistence in 
izbira pravilne koncentracije, ki ne vpliva na evkariontske celice. 
 
1.2   CILJI NALOGE    
Namen dela je pregled najbolj pogosto uporabljenih celičnih linij z različnimi testi za 
prepoznavo okužbe z mikoplazmami. Zastavili smo si dva cilja: 
 
1. Prepoznava z mikoplazmami okuženih celičnih linij in njihova odstranitev. 
 
2. Primerjava uporabljenih metod in izbira najbolj primerne metode za rutinsko 
preverjanje okuženosti.   
 
1.3   DELOVNE HIPOTEZE 
Glede na predhodne raziskave okuženosti celičnih linij z mikoplazmami in preglede že 
preverjenih metod smo postavili naslednji hipotezi: 
 
1. Z izbrano metodo bomo dokazali ali ovrgli okuženost celičnih linij. 
 
2. Rezultati bodo med različnimi metodami primerljivi. 
 
2 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 MOLIKUTE 
Mikoplazme je pravzaprav trivialno poimenovanje za vse vrste, ki so del razreda Mollicutes, 
predvsem roda Mycoplasma (Preglednica 1). Zaradi boljše preglednosti v tem magistrskem 
delu uporabljamo trivialno poimenovanje mikoplazme. 
 
Preglednica 1: Taksonomska razdelitev razreda Mollicutes in posebne značilnosti ter habitati 
posameznega roda (Razin in sod., 1998; Names for Life, 2019) 
Red Družina Rod Habitat Posebne značilnosti 
Mycoplasmatales Mycoplasmataceae 
Mycoplasma Ljudje, živali  
Ureaplasma Ljudje, živali Hidrolizirajo ureo 
Entomoplasmatales 
Entomoplasmataceae 
Entomoplasma Insekti, rastline  
Mesoplasma Insekti, rastline  
Spiroplasmataceae Spiroplasma Insekti, rastline 
Filamenti spiralne 
obike 






Goveji in ovčji 
vamp 
Na kisik občutljivi 
anaerobi 
Asteroleplasma 
Goveji in ovčji 
vamp 
Na kisik občutljivi 
anaerobi 
Haloplasmatales 
Nov red predlagan s strani Antunes in sod., 2008: 
vsebuje eno samo vrsto Haloplasma contractile 
Mycoplasmoidales Nov red, ki vsebuje 2 družini in 7 rodov predlagan s strani Gupta in sod., 2018 
 
Mikoplazme so najmanjši in najpreprostejši prokarionti, saj v premeru merijo le od 0,3 µm 
do 0,8 µm (Rottem in Barile, 1993). Na njihovo velikost lahko vpliva raznolikost v hranilih, 
kot so na primeru Acholeplasma laidlawii dokazali Folmsbee in sod. (2010), saj so v 
različnih pogojih celice v drugačni meri prehajale skozi 0,2 µm filter. 
 
Z degenerativno evolucijo naj bi se razvile iz Gram pozitivnih bakterij, kar potrjuje majhnost 
genomov mikoplazem, saj so le-ti najmanjši zabeleženi genomi med prokarionti. Veliki so 
od 600 do 1700 kb, odvisno od vrste, z relativno nizko vsebnostjo gvaninov in citozinov 
(G+C), ki znaša nekje med 23 in 40 % (Preglednica 2). Zaradi majhnega genoma so zanimive 
tudi za biotehnološke manipulacije (Rottem in Barile, 1993). Med procesom degenerativne 
evolucije so izgubile velik del prednikovih kromosomov, ohranile pa so gene, ki so 
3 
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pomembni za preživetje. Mikoplazemski genomi zato vsebujejo velik delež ohranjenih 
genov, kar zelo olajša njihovo identifikacijo (Razin in sod., 1998). 
 
Od ostalih bakterij se razlikujejo tudi po odsotnosti celične stene, kar jim omogoča življenje 
v različnih oblikah, od okroglih, hruškasto oblikovanih, do razvejanih nitk in spiral. Pogosto 
so jih opazili v obliki nitk in korald, ki so posledica neusklajenosti podvojevanja genoma in 
delitve celic (Rottem in Barile, 1993). Zmožnost ohranjanja nekrožnih oblik v odsotnosti 
celične stene nakazuje na prisotnost citoskeleta v mikoplazmah. Nekatere vrste mikoplazem 
so sposobne drseti po ravni podlagi, spiroplazme pa so unikatne v tem, da so spiralne oblike, 
zmožne krožnega gibanja in kemotakse (Razin in sod., 1998). 
 
Preglednica 2: Razlike med vrstami razreda Mollicutes in ostalimi evbakterijami (prirejeno po Razin 
in sod., 1998). 
Značilnost Molikute Ostale evbakterije 
Celična stena Odsotna Prisotna 
Celična membrana Vsebuje holesterol v skoraj vseh vrstah Ne vsebuje holesterola 
Velikost genoma 580–2220 kb 1050–10000 kb 
Vsebnost G+C 23–40 % 25–75 % 
Število rRNA operonov 1 ali 2 1–10 
Dolžina 5s rRNA 104–113 nukleotidov >114 nukleotidov 
Število tRNA genov 30 (M. capricolum), 33 (M. pneumoniae) 84 (B. subtilis), 86 (E. coli) 
Uporaba kodona UGA 
Kodira triptofan v Mycoplasma, Ureaplasma, 
Spiroplasma, Mesoplasma 
Kodira STOP kodon 
 
Odsotnost celične stene jih taksonomsko deli v razred Mollicutes, katerega ime sestavljata 
mollis, ki latinsko pomeni mehko, in cutis, v prevodu koža. Nimajo niti intracitoplazemske 
membrane, ampak le celično membrano, ki jo v večjem delu sestavljajo proteini, v manjšem 
pa lipidi. Lipoproteini so tudi med najbolj dominantnimi antigeni v mikoplazmah (Razin in 
sod., 1998).  
 
Mikoplazme so priskledniški ali neškodljivi patogeni, ki v večini povzročajo le blage in 
kronične infekcije, ki redko ubijejo gostitelja. Zelo verjetno je, da se skozi evolucijo 
mikoplazme približujejo simbiozi. Po navadi so zelo vrstno in tkivno specifične, kar odraža 
njihove posebne zahteve po hranilih in način življenja kot obvezni parazit. Primarni habitat  
človeških in živalskih mikoplazem predstavljajo mukozne povrhnjice dihalnega in 
urogenitalnega trakta, oči, prebavnega trakta, mlečnih žlez in sklepov. Obligatorne 
anaerobene anaeroplazme so našli le v govejem in ovčjem vampu. Spiroplazme in fitoplazme 
(mikoplazme, ki so paraziti rastlin) so našli v členonožcih, preko njih pa najverjetneje pridejo 
v floemsko tkivo, kjer povzročajo bolezni rastlin (Razin in sod., 1998). 
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Dolgo je veljalo prepričanje, da mikoplazme živijo le zunaj evkariontske membrane preko 
citadherence, študije pa so dokazale, da so določene mikoplazme prisotne tudi znotraj 
epitelnih celic, ki niso sposobne fagocitoze. Odkrita je bila tudi nova vrsta M. penetrans, ki 
je sposobna vstopiti v mnogo človeških celic in vivo ter in vitro (Drexler in Uphoff, 2002). 
 
2.2 OKUŽENOST CELIČNIH KULTUR V LABORATORIJIH 
Skoraj popolna odvisnost od evkariontskih celic in njihove fiziološke značilnosti, 
mikoplazmam omogočajo, da se dlje časa neopazno razmnožujejo v celični kulturi. Hranila 
pridobijo iz bogatega celičnega gojišča in celičnih metabolitov, med rutinskim 
mikroskopskim pregledom jih ne opazimo, poleg tega pa lahko prehajajo skozi standarde 
mikrobiološke filtre. Ker imajo dolge generacijske čase, ne prerastejo evkariontskih celic. 
Okužba po navadi ne vodi do takojšnje celične smrti ali do opazne motnosti gojišča (Uphoff 
in Drexler, 2014). 
 
Primarne celične linije v nižjih pasažah so po poročanjih manj pogosto okužene kot 
kontinuirne celične linije (primarne med 1 in 5 %, kontinuirne pa med 15 in 35 %) (Drexler 
in Uphoff, 2002). Med letoma 1958 in 1972 so pregledali več kot 3200 primarnih celičnih 
kultur, od tega jih je bilo 42 (okoli 1 %) okuženih z 12 različnimi vrstami mikoplazem, ki so 
jih tudi izolirali in identificirali. Najverjetnejši razlog okužb primarnih celičnih linij je 
originalno tkivo, iz katerega jo izoliramo (Rottem in Barile, 1993). 
 
Uphoff in Drexler (2002) sta s tremi različnimi testi preverila 549 vzorcev in ugotovila, da 
jih je 17 % okuženih z mikoplazmami, v Braziliji pa so med 301 preverjeno kulturo iz 15 
laboratorijev s PCR-jem zaznali 31 % okuženih, z mikrobiološkim gojenjem pa potrdili 23 
% okuženih linij iz dvanajstih laboratorijev (Timenetsky in sod., 2006). 
 
Celične linije se najpogosteje okužijo zaradi uporabe istega medija ali dodatkov ter 
laboratorijske opreme, ki je okužena z mikoplazmo ali pa direktno preko aerosolov in kaplijc 
(Uphoff in Drexler, 2002). Odkritje, da so po navadi vse ali nobena celična linija 
posameznega laboratorija okužene z isto vrsto mikoplazme, podpira en vir okužbe, ki se 
razširi na ostale kulture. Ostali viri kontaminacij kot so fetalni goveji serum (FBS), ostali 
dodatki, inkubator ali tekoči dušik manj verjetno prispevajo k visoki okuženosti (Uphoff in 
Drexler, 2014). 
 
Problem okuženih celičnih linij ni le v delu z živimi celičnimi kulturami, ampak tudi v 
uporabi njihove DNA, v katero se vmeša tudi izolirana DNA mikoplazem v kulturi. Vsaj 7 
% javnih zaporedij iz projekta The 1000 genomes project vsebuje kontaminacijo z 
mikoplazmo. Delež je lahko še višji zaradi prekrivanja zaporedij med človeškim in 
mikoplazemskim genomom ter zaradi izključitve manj kvalitetnih podatkov iz dotične 
študije (Langdon, 2014). 
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2.3 MIKOPLAZME V CELIČNIH KULTURAH 
Vrste mikoplazem, ki najpogosteje okužujejo celične kulture so skozi leta ostale praktično 
iste, saj M. hyorhinis, M. orale, M. arginini in A. laidlawii ostajajo glavni kontaminanti, 
narašča pa tudi število okužb z M. fermentas, za katero sumijo, da prispeva k razvoju AIDS-
a.  Vsaj 20 različnih vrst rodu Mycoplasma ali Acholeplasma so že izolirali iz celičnih kultur. 
Od tega 95 % okužb povzročajo M. orale, M. arginini, M. hyorhinis, M. fermentans, M. 
salivarium ali A. laidlawii, frekvenca posamezne vrste pa se razlikuje od študije do študije 
(Rottem in Barile, 1993; Razin in sod., 1998). 
 
Molla Kazemiha in sod. (2019) so naključno izbrali 100 različnih človeških in živalskih 
celičnih linij in preverili, ali so okužene z mikoplazmami. 65 % celičnih linij je bilo okuženih 
z eno samo vrsto, ostale pa z dvema ali več. M. hyorhinis so zaznali v 46 % preiskovanih 
linij, M. arginini v 40 %, M. fermentas v 32%, M. orale v 12%, A. laidlawii v 6 %, M. 
salvarium v 4 %, M. pirum v 3 % in M. hominis, M. genitalium, U. urealyticum ter 
M.pneumoniae v 2 %.  
 
Podobne rezultate so dobili tudi Timenetsky in sod. (2006), kjer sta prav tako prevladovali 
Mycoplasma hyorhinis (63 %) in M. arginini (59 %), sledile so Acholeplasma laidlawii (20 
%), M. fermentans (14 %), M. orale (11 %) in M. salivarium z 8 %. So pa za razliko od 
Molla Kazemiha in sod. opazili precej višji odstotek vzorcev okuženih z več kot eno vrsto 
(61 %). 
 
2.4 VPLIV NA EVKARIONTSKE CELICE 
V zgodnjih fazah se okužba ne izrazi, dokler ne doseže stopnje, kjer je v kulturi 100 
mikoplazem na eno evkariontsko celico. Okužba z nekaterimi sevi povzroči aktivacijo 
jedrnega faktorja NF-κB, ki je glavni posrednik vnetnega odziva. Poleg tega lahko inhibirajo 
tudi p53 kontrolno točko celičnega cikla in apoptoze. Ti vplivi kažejo na to, da se 
mikoplazme morda obnašajo kot faktor za napredovanje raka. Geni, katerih ekspresija se 
spremeni ob okužbi z mikoplazmami, vključujejo tudi tiste, ki kodirajo ključne regulatorne 
proteine: onkogeni, tumor supresorski geni, citokini, receptorji in komponente signalnih poti 
(Borchsenius in sod., 2018). Feng in sod. (2019) so prav tako odkrili, da okužba z 
mikoplazmo poveča fosforilacijo NF-κB in MAPK (z mitogenom aktivirana protein kinaza) 
signalne poti in inducira aktivacijo okuženih celic, ki spremenijo celično morfologijo in 
upočasnijo proliferacijo ter povečajo ekspresijo genov in sekrecijo proteinov vnetnih 
faktorjev. 
 
Hoff in sod. (2018) so v študiji primerjali ekspresijo proteinov v okuženih, neokuženih 
celičnih kulturah po zdravljenju in nikoli okuženih celičnih kulturah. Ugotovili so, da 
proteinski profili ostanejo dokaj nespremenjeni med okužbo, se pa 19 % proteinov drugače 
izraža v okuženih in nikoli okuženih kulturah ter 14 % med okuženimi v primerjavi s tistimi 
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po zdravljenju. Analiza bioloških poti, v katere so vključeni močneje izraženi proteini 
okuženih celic, je pokazala, da sodelujejo v signalnih procesih apoptoze, avtofosforilaciji in 
celični proliferaciji. Ker so se nekateri spremenjeni proteini v okuženih celicah manj izražali, 
sklepajo, da okužene celice nimajo dovolj energije, da bi proizvajale običajno količino 
proteinov, ko pa so mikoplazme odstranjene, se metabolizem vsaj deloma vrne na prvotno 
raven (Hoff in sod., 2018). 
 
Fermentorske mikoplazme hitro porabljajo enostavne sladkorje in ustvarjajo velike količine 
kislih metabolitov, ki spreminjajo celične funkcije in povzročajo resen citopatski učinek 
(CPE). Pritrjenost mikoplazem na celico lahko spremeni ali uniči integriteto membrane, kar 
povzroči, da membrana postane propustna (Rottem in Barile, 1993). V okuženih celicah so 
Yu in sod. (2016) zaznali znižano raven CDP-holina, ključne komponente, ki skrbi za 
strukturno integriteto in vpliva na signalno funkcijo celice ter transport lipidov in njihov 
metabolizem. CDP-holin je ključen intermediat v biosintezni poti strukturnih fosfolipidov v 
celični membrani. 
 
Vse mikoplazme potrebujejo prekurzorje nukleinskih kislin (proste baze, nukleozide in 
nukleotide), aminokisline in maščobne kisline, večina pa nujno potrebuje še sterole.  
Mikoplazme, ki za vir energije izrabljajo arginin, lahko hitro porabijo ves arginin iz gojišča, 
s tem pa celično kulturo prikrajšajo za esenicialne aminokisline. Pomanjkanje arginina 
vpliva na sintezo proteinov, delitev celic in rast. Mikoplazme številčno prekašajo celice v 
okuženi kulturi, z njimi tekmujejo za hranila iz gojišča in jih posledično prikrajšajo tudi za 
ostale metabolite, kar vpliva na celični metabolizem in delovanje celice (Rottem in Barile, 
1993).  
 
Ker so histoni bogati z argininom, predvidevajo, da mikoplazme vplivajo na genom s porabo 
arginina, kar inhibira sintezo histonov. Najpogosteje inducirane spremembe so 
kromosomalni zlomi, translokacije, zmanjšanje v številu kromosomov in pojav novih ali 
dodatnih kromosomskih različic. Ker pa fermentorske mikoplazme in ureaplazme prav tako 
inducirajo kromosomske aberacije, so v proces očitno vključeni tudi drugi mehanizmi, kot 
sta tekmovanje za prekurzorje in razgradnja gostiteljske DNA z mikoplazemskimi 
nukleazami, ki so jih že izolirali iz okuženih celičnih kultur (Rottem in Barile, 1993). 
 
V primerjavi z neokuženimi je bilo v celicah PANC-1 več purinskih baz adenina in gvanina, 
nukleozida inozina in gvanozina ter inozina 5'-monofosfata (IMP). Spremenjeno število teh 
metabolitov kaže na vpliv okužbe z mikoplazmami na metabolizem purinov (Yu in sod., 
2016). 
 
Analiza dihalne verige celične linije človeških kožnih fibroblastov, močno okužene z M. 
hyorhinis, je pokazala, da celično dihanje nekoliko upade, niso pa pokazali učinka na 
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katerokoli komponento dihalne verige. Upad pri celičnem dihanju je prav tako lahko 
posledica tekmovanja za metabolite (Darin in sod., 2003). 
 
Mernaugh in sod. (1993) so z elektronsko mikroskopijo pokazali popolno lizo človeškega 
pljučnega fibroblasta 96 ur po infekciji z M. genitalium. Lo in sod. (1993) so ugotovili, da 
dolgotrajna okužba z M. penetrans sčasoma povzroči motnje v delovanju celice in nekrozo. 
Prisotnost mikoplazem v citoplazmi gostiteljske celice, med njimi nekaterih, ki niso obdane 
z vakuolo, izpostavi citoplazmo in jedro celice mikoplazemskim hidrolitičnim encimom, kot 
so proteaze, nukleaze in fosforilaze. Znanstveniki predvidevajo, da endonukleaza M. 
penetrans povzroča kromosomalne poškodbe. 
 
2.5 IDENTIFIKACIJA OKUŽBE 
Idealna metoda za zaznavanje okužbe celičnih linij z mikoplazmami bi morala biti visoko 
občutljiva in specifična, hkrati pa preprosta, hitra, učinkovita in cenovno dostopna. Ker 
nobena od metod ne izpolnjuje vseh kriterijev in najverjetneje nobena ne zazna vseh vrst 
mikoplazem, se za rutinsko preverjanje celičnih kultur priporoča kombinacija vsaj dveh 
metod (Drexler in Uphoff, 2002). 
 
2.5.1 Mikrobiološke metode 
Največja pomanjkljivost pri ugotavljanju okužb z mikoplazmami je njihovo oteženo gojenje 
in vitro. Čeprav poznamo že precej vrst mikoplazem, se znanstveniki strinjajo, da smo 
uspešno vzgojili le manjšino vseh mikoplazem, ki se nahajajo v naravi. Na primer, kljub 
velikim količinam vloženega truda, še vedno nismo v in vitro aksenični kulturi vzgojili 
fitoplazem, ki okužujejo rastline in insekte (Razin in sod., 1998; Tanno in sod., 2018). 
 
Večinoma lahko mikoplazme v in vitro kulturi vzgojimo tako, da vzorec inokuliramo v 
ustrezno tekoče gojišče za mikoplazme ali na agarsko gojišče in gojimo pri 37 °C ter v 
anaerobnih pogojih, pri katerih po priporočilih mikoplazme bolje rastejo. Če inokuliramo v 
tekoče gojišče, vzorce po 4–7 dneh prenesemo na plošče z agarskim gojiščem. Večina 
mikoplazem ustvari mikroskopsko majhne kulture (100–400 μm v premeru) z videzom 
ocvrtega jajca (Slika 1). Kolonije se razlikujejo v velikosti, morfologiji in hitrosti rasti. 
Pomembno je, da mikoplazemske kolonije ločimo od evkariontskih celic in pseudokolonij 
(kristalov in zračnih mehurčkov) (Drexler in Uphof, 2002).  
 
V nasprotju z ostalimi bakterijami mikoplazme rastejo zelo počasi tudi v optimalnih pogojih. 
Generacijski čas običajno znaša med eno in tremi urami, poznamo pa tudi vrste z 
generacijskim časom devet ur. Poleg tega imajo mikoplazme relativno dolgo lag fazo, zato 
lahko kolonije na agarju opazimo šele po več kot enem tednu (Drexler in Uphoff, 2002). 
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Slika 1: Tipična oblika kolonije mikoplazme.  
Na sliki M. hyopneumoniae in M. hyorhinis gojeni na trdnem gojišču brez antibiotika (A in B) ter na gojišču 
z dodanim kanamicinom (C in D) (Cook in sod., 2016). 
 
Nedavne genomske raziskave so pokazale, da mikoplazmam manjkajo geni, vpleteni v 
biosintezne poti. Tako M. genitalium in M. pneumoniae manjkajo geni vpleteni v sintezo 
aminokislin, zato sta popolnoma odvisni od eksogenega vira celotnega spektra aminokislin. 
Upoštevati je potrebno še zahtevo po holesterolu (predvsem vrste Acholeplasma) in 
prisotnost kisika, saj je večina molikut fakultativnih anaerobov, vrste Anaeroplasma in 
Asteroleplasma pa so striktni anaerobi. Po drugi strani pa nekatere vrste kot so M. hyorhinis 
za rast in vitro potrebujejo aerobne pogoje (Razin in sod., 1998). 
 
Prednost mikrobiološke metode je olajšana manipulacija in vizualna prepoznava kolonij. 
Čeprav so mikrobiološke metode poceni in visoko občutljive ter so pomembne in 
uveljavljene referenčne metode, so njihove pomanjkljivosti dolga inkubacijska doba, 
subjektivnost ocene, ki zahteva izkušenega ocenjevalca, potreba po ohranjanju pozitivnih 
kontrol in s tem povezano tveganje, poleg tega pa poznamo tudi »nekultivabilne« 
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Za izboljšanje gojenja in vitro že obstajajo definirana gojišča prilagojena posamezni vrsti, 
vendar so za rutinsko pregledovanje nepraktična. Glavni problem pri nedefiniranih gojiščih 
je nihanje v komponentah med posameznimi šaržami seruma in kvasnega ekstrakta, pri 
definiranih pa zaloga lipidov v dostopni, netoksični obliki (Rottem in Barile, 1993). 
 
Novejši pristopi vključujejo kokultivacijo z evkariontskimi celicami, na primer VERO in 
NIH 3T3, ki so dovzetne za okužbe z mikoplazmami in zato zanesljiv indikatorski sitem 
(Rottem in Barile, 1993; Razin in sod., 1998). 
 
2.5.2 Metode pomnoževanja DNA 
Večina metod pomnoževanja z verižno polimerazo (PCR) za dokazovanje mikoplazem 
vključuje začetne oligonukleotide, ki nalegajo na 16S ali 23S rRNA ohranjeno regijo in 
pomnožujejo zaporedje med 16S in 23S rRNA, saj je le-to dovolj ohranjeno za prileganje 
začetnih oligonukleotidov, hkrati pa dovolj raznoliko, da lahko med seboj ločimo posamezne 
vrste. Dolžina in zaporedje pomnožka se razlikujeta med vrstami, zato lahko s pomočjo 
agarozne elektroforeze ali še enega PCR-ja identificiramo tudi vrsto mikoplazme, ki je 
okužila celično kulturo (Jung in sod., 2003). Uphoff in Drexler (2011) sta namesto 
generičnih začetnih oligonukleotidov, ki nalegajo na konzervativni del 16S rRNA uporabila 
raje mešanico oligonukleotidov, ki so pomožili zaporedje mikoplazem, ki so najpogosteje 
prisotne v celičnih kulturah. 
 
Poleg rRNA genov se za analizo PCR uporabljajo tudi druga mesta za naleganje začetnih 
oligonukleotidov. Lai in sod. (2019) so oblikovali par začetnih oligonukleotidov, ki je 
pomnožil 346 bp dolgo zaporedje v genu p37 M. hyorhinis, ki so jo v prejšnjih raziskavah 
razkrili kot glavnega kontaminanta v njihovem laboratoriju. Stakenborg in sod. (2005) so 
začetna oligonukleotida T5A in T3B uporabili za pomnožitev vmesnega zaporedja genov za 
tRNA, nato pa pomnožke ločili s fluorescentno kapilarno elektroforezo, ki je omogočala 
določitev vrstno specifičnih profilov, iz katerih so sestavili bazo podatkov. Neznane vzorce 
lahko tako primerjamo s profili v podatkovni bazi ali pa dodamo novo odkrite vrste. Störmer 
in sod. (2009) pa so začetne oligonukleotide oblikovali specifično za ohranjeno regijo gena 
tuf, ki kodira elongacijski faktor Tu.  
 
Prednost PCR-ja je v tem, da lahko uporabimo zmrznjen ali liofiliziran material, kar 
omogoča ponovitev starih analiz ter olajša transport, vzorčenje in shranjevanje vzorcev 
(Drexler in Uphoff, 2002). 
 
Uphoff in Drexler (2002) sta med izvajanjem mnogih analiz produktov PCR ugotovila nekaj 
uporabnih informacij. Pri vgnezdenem PCR-ju nista opazila razlik med prvim in drugim 
PCR-jem, se pa je povečalo tveganje za prenos pomnožka iz prve runde v drugo, zato 
predlagata uporabo le ene stopnje PCR-ja. Priporočata uporabo interne kontrole, zaradi 
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katere je pomnožen fragment daljši od pomnožka divjega tipa in nam s tem omogoči 
preverjanje reakcije PCR. Učinkovitost sta precej povišala z uporabo metode za izolacijo, ki 
vključuje vezavo DNA, saj so vzorci, tretirani le s proteinazo K in segrevanjem na 100 °C, 
očitno vsebovali inhibitorje in posledično vodili k lažno negativnim rezultatom. Ko sta 
znatno skrajšala trajanje stopenj PCR, se je občutljivost precej povečala, kar je lahko 
posledica manjše škodljivosti za Taq polimerazo. 
 
Občutljivost testa lahko povečamo s prenosom po Southernu ali s hibridizacijo specifične 
interne sonde, čeprav to pri rutinskem testiranju ni nujno, saj okužene kulture vsebujejo 
veliko število mikoplazem. Visoko občutljivost lahko izkoristimo pri odkrivanju zgodnjih 
faz infekcij ali pri pogojih, kjer je rast mikoplazem zatrta, na primer po tretiranju celične 
kulture z antibiotiki. Identifikacijo posamezne vrste lahko opravimo tudi z restrikcijsko 
analizo produktov PCR-ja (Drexler in Uphoff, 2002). 
 
Poleg klasične metode PCR lahko uporabimo tudi PCR v realnem času, ki se je izkazal za 
neprimerljivo boljšega od ostalih metod, saj so občutljivost, specifičnost in točnost znašale 
100 % (Molla Kazemiha in sod., 2016). 
 
2.5.3 Mikromreže 
Jang in sod. (2009) so oblikovali oligonukleotidno mrežo za detekcijo in genotipizacijo 
mikoplazem, ki zaznava zaporedja notranjih prepisanih vmesnikov (ITS). Mreža vsebuje 5 
rodno in 23 vrstno specifičnih sond, ki so uspešno zaznale in prepoznale 23 vrst (eno vrsto 
Acheloplasma, 21 vrst Mycoplasma in eno vrsto Ureaplasma), hkrati pa so prepoznale le 
svojo tarčo in niso križno reagirale z drugimi bakterijami. Schnee in sod. (2012) so 
oblikovali DNA mikromrežo s 70 oligonukleotidi iz gena za 23S rRNA  in 86 sond iz tarčne 
regije gena tuf. Po pomnoževanju s PCR in biotinilaciji, je bilo s hibridizacijo specifično 
identificiranih 31 vrst Mycoplasma, 3 vrste Acheloplasma in 3 Ureaplasma, občutljivost 
testa pa je bila primerljiva s PCR v realnem času. 
 
Prisotnost polimorfnih regij onemogoča konstrukcijo posamezne vrstno specifične sonde. 
Ker pa število odkritih mikoplazem narašča, potrebujemo le še več sond, ki bi zaznale 
posamezne vrste. Poleg tega tudi iz stroškovnega vidika ni učinkovito, da vključujemo 
vrstno specifične sonde za mikoplazme, ki redko okužujejo celične kulture. Rešitev obeh 
težav so torej generične sonde, ki bi zaznale mikoplazmo na ravni rodu in posledično 
vključile tudi manj pogoste ali neznane mikoplazme (Jang in sod., 2009). 
 
Glavne prednosti uporabe mikromreže so preprostost uporabe, hitrost, velika količina 
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2.5.4 Biokemijski testi 
Biokemijski testi slonijo na detekciji aktivnosti encimov, ki so prisotni v mikoplazmah, 
hkrati pa jih ni ali pa so manj aktivni v neokuženi celični kulturi. Pogosto spremljamo 
aktivnost arginin deaminaze, hipoksantin ali uracil fosforiboziltransferaze ter timidin, uridin, 
adenozin ali pirimidin nukleozidne fosforilaze (Rottem in Barile, 1993). 
 
Tudi detekcijski komplet reagentov »MycoAlertTM Mycoplasma Detection Kit« izkorišča 
razlike v aktivnosti encimov med mikoplazmami in evkariontskimi celicami, saj le-ta reagira 
s substratom, ki je del kita, pri tem pa katalizira pretvorbo ADP v ATP. Luciferazni encim 
pretvori ATP v svetlobni signal, razmerje med izmerjeno vrednostjo pred in po dodatku 
substrata pa pokaže, ali je celična linija okužena ali ne. Test izvedemo v 20-ih minutah z 
dodatkom le dveh reagentov v celični supernatant, vendar za merjenje potrebujemo 
luminometer, ki lahko predstavlja dodaten strošek. Test zazna prisotnost vseh molikut, razen 
Ureaplasma ssp. (Lonza, 2019; Mariotti in sod., 2008). Degeling in sod. (2012) so primerjali 
svoj test z MycoAlert in ugotovili, da je njihov še bolj učinkovit, preprost in stroškovno 
učinkovit, vendar še ni preverjen na vseh vrstah mikoplazem. 
 
PlasmoTest™ podjetja InvivoGen deluje na popolnoma drugačnem principu, saj omogoča 
kolorimetrično oceno okužbe z mikoplazmami. Kit vsebuje celice HEK-Blue™-2, ki 
mikoplazmo prepoznajo z receptorjem  TLR 2 (Toll-like receptor 2). Prepoznava na 
receptorju sproži signalno kaskado, ki vodi do aktivacije transkripcijskih faktorjev in 
izločanja encima SEAP (secreted embryonic alkaline phosphatase) v supernatant. Aktivnost 
SEAP zazna detekcijsko gojišče HEK-Blue™ Detection medium, ki se obarva vijolično-
modro (InvivoGen, 2019). 
 
2.5.5 Imunološki testi 
Med imunofluorecentnimi testi so poročali o uporabi vrstno specifičnega poliklonskega 
antiseruma, pa tudi monoklonskih protiteles, konjugiranih s fluorescinom ali peroksidazo 
(Rottem in Barile, 1993).  
 
Gabridge in sod. (1986) so za prepoznavo pogosto okužujočih mikoplazem uporabili biotin-
avidin mikroporozno membrano v kombinaciji s testom ELISA (BAMM-ELISA test). 
Organizme so s pomočjo vakuuma prenesli na membranski filter, nato je sledila detekcija z 
mišjimi monoklonskimi primarnimi protitelesi in kozjimi poliklonskimi sekundarnimi 
protitelesi, ki so bila biotinilirana. Streptavidin hrenova peroksidaza in barvni substrat sta na 
koncu poskrbela za vizualno zaznaven signal. BAMM-ELISA se lahko uporablja kot 
enostopenjski test z mešanico antiserumov standardnih mikoplazem ali s posameznim 
antiserumom za identifikacijo vrste. Prednosti testa so enostavna izvedba, hitrost, 
občutljivost, specifičnost in ekonomičnost. 
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2.5.6 Barvanje 
Za obarvanje mikoplazemske DNA lahko uporabimo Hoechst ali pa DAPI (40,6-diamidine-
20-phenyl indole dihydro chloride), saj ga celice hitro privzamejo, le-ta pa se selektivno veže 
v mali žleb celične in mikoplazemske DNA. Največjo absorpcijo in emisijo barvila DAPI 
poročajo pri 340 oziroma 488 nanometrih. Mikoplazme opazimo kot polimorfne delce, ki 
oddajajo modro fluorescenco z ozadjem v črni barvi (Molla Kazemiha in sod., 2016). 
Battaglia in sod. (1994) so pokazali, da p-fenilendiamin (PPD) in v manjši meri n-propil 
galat (NPG) zmanjšata izgubo intenzitete barvila Hoechst 33258 oziroma fotobledenje, kar 




Slika 2: Človeške celice okužene z M. hyorhinis obarvane s Hoechst 33258 (Chen, 1977). 
 
Poleg barvil, ki se direktno vežejo v DNA, lahko uporabimo tudi fluorescentno označene 
oligonukleotide, ki se vežejo na ohranjene regije 16S rRNA. Vežemo lahko komercialna 
barvila kot je AlexaFluor 488 ali pa Cy3 in rodamin za rdeče obarvanje, oziroma fluorescin 
za zeleno. Mikoplazme opazimo kot mrežo ali zrnca, ki oddajajo fluorecenco določene 
barve, po navadi na ali med celicami (Uphoff in Drexler, 2014). 
 
13 
Poljanšek T. Primerjava testov za testiranje celičnih linij na prisotnost mikoplazem. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
 
Slika 3: Epitelne celice MDCK (A in B), celice DH82 (C) in astocite C8-D1A (D) okužene z M. canis 
PG14T (Michaels in sod., 2016). 
 
2.6 ODSTRANITEV MIKOPLAZEM 
Metode za odstranitev mikoplazem iz okuženih celičnih kultur lahko razdelimo na štiri tipe: 
fizikalni, kemični, imunološki in kemoterapevtski postopki (Preglednica 3). 
 
Idealna metoda za odstranitev okužbe bi morala biti preprosta in enostavna, hitra in 
učinkovita, zanesljiva in poceni, imeti čim manjši vpliv na evkariontske celice in ne bi smela 
povzročiti izgubo specializirane funkcije. Nobena od metod, ki so na voljo, ni 100 % 
učinkovita in hkrati izpolnjuje vse ostale zahteve. Fizikalne, kemične in imunološke metode 
so po navadi manj učinkovite, saj se mikoplazme, kljub temu, da jih nekaj časa po tretmaju 
ne zaznamo, običajno ponovno pojavijo. Mnoge od metod so se izkazale za nezanesljive, ali 
pa delujejo na določene vrste, ne pa na vse vrste mikoplazem. Slabost drugih metod sta 
prevelika količina dela, ali pa so preprosto nepraktične, saj zahtevajo obsežna sredstva ali 
posebno opremo in znanje. Spet druge zahtevajo veliko časa ali pa imajo neželen vpliv na 
evkariontske celice (Rottem in Barile, 1993; Drexler in Uphoff, 2002).  
 
Pri uporabi antibiotikov se lahko pojavijo neželeni stranski učinki, kot so močna 
citotoksičnost, ki vodi do izgube kulture, inhibicija rasti, izguba posebnih celičnih 
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karakteristik in klonska selekcija tretiranih celic. Jung in sod. (2003) so opazili, da je celična 
smrt med uporabo antibiotikov pogostejša v kulturah z nižjo koncentracijo celic in ko je bil 
antibiotik dodan, preden so se celice pripele na dno gojitvene posodice. Opazili so tudi 
inhibicijo rasti, ki je bila najmanjša, ko so celice gojili pri višjih koncentracijah in 
reverzibilna, saj se je po koncu uporabe antibiotika hitrost rasti ponovno poviševala.  
 
Odstranitev mikoplazem je običajno zelo časovno potraten postopek, pogosto neuspešen ter 
predstavlja tveganje za prenos okužbe v druge celične kulture, zato je priporočeno okuženo 
kulturo, kadar je to mogoče, odstraniti in jo zamenjati z neokuženo celično kulturo (Rottem 
in Barile, 1993; Drexler in Uphoff, 2002). 
 
Preglednica 3: Načini odstranitve mikoplazem iz celičnih in tkivnih kultur, razdeljeni na tipe 
postopkov ter primeri metod posameznega tipa (prirejeno po: Drexler in Uphoff, 2002 in Jung in sod., 
2003). 
Tip odstranitve Primeri metod odstranitve mikoplazem 
Fizikalni postopki 
Toplotna obdelava 
Filtracija skozi mikrofiltre 
Indukcija poškodb kromosomov ali celične membrane 
Kemični postopki 
Izpostavitev detergentom 
Spiranje z etrom in kloroformom 
Gojenje v 6-metilpurin deoksiribozidu 
Imunološki postopki 
Kokultivacija z makrofagi 
In vivo pasaža v laboratorijskih miškah 
Gojenje s specifičnim anti-mikoplazemskim antiserumom 
Izpostavitev komplementu 
Kemoterapevtski postopki 
Gojenje v prisotnosti antibiotikov v standardnem gojišču 
Gojenje v prisotnosti antibiotikov in hiperimunskem serumu ali 
kokultivacija z makrofagi 
Gojenje v prisotnosti antibiotikov v gojišču »soft agar« 
 
Z upoštevanjem vseh prednosti in slabosti se izkaže, da so kemoterapevtski postopki boljši 
od ostalih, in posledično najpogosteje izbrana metoda. Dodatek še enega reagenta v celično 
kulturo je znotraj tehničnih in finančnih zmožnosti vsakega celičnega laboratorija (Drexler 
in Uphoff, 2002). Kadar je celična linija nezamenljiva, so najpogostejši pristopi uporaba 
mešanice antibiotikov, detergentov, podaljšana toplotna obdelava, uporaba antiseruma ali 
uporaba visokotiternega, specifičnega, nevtralizirajočega antiseruma v kombinaciji z 
visokokoncentriranim antibiotikom (Rottem in Barile, 1993). 
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Velika večina antibiotikov se je tudi pri nizkih koncentracijah izkazala za usodne za 
mikoplazme, ki se nahajajo v gojišču. Čeprav se mikoplazme večinoma nahajajo izven celic, 
so znotraj celic, vsaj začasno, zaščitene pred postopki za odstranitev. Tako so za odstranitev 
mikoplazem iz celične kulture običajno potrebne višje koncentracije antibiotika. V tem 
primeru pa pri koncentraciji, ki jo potrebujemo za odstranitev mikoplazem, antibiotik 
postane toksičen tudi za gostiteljske celice (Mohr in sod., 2000; Drexler in Uphoff, 2002). 
 
Zaradi velike splošne uporabe antibiotikov v celičnih laboratorijih so mikoplazme razvile 
rezistenco na velik delež antibiotikov. Tako je 98 % mikoplazem izoliranih iz celičnih kultur 
odpornih na eritromicin, 88 % na streptomicin, 86 % na neomicin in 80 % na gentamicin 
(Nikfarjam in Farzaneh, 2012). Ker mikoplazme nimajo celične stene in ne sintetizirajo 
peptidoglikanov, nanje ne moremo učinkovati z antibiotiki kot so penicilin in njegovi 
analogi, ki so učinkoviti proti večini bakterijskih kontaminantov v celičnih kulturah (Rottem 
in Barile, 1993). 
 
Mohr in sod. (2000) so celice genetsko spremenili, da so vsaj začasno tolerirale visoke 
koncentracije antibiotika, ki so uničile mikoplazme, celice pa pustile nepoškodovane. To jim 
je uspelo s transfekcijo gena za neomicin fosfotransferazo, ki fosforilira G418 in ga s tem 
inaktivira. G418 je analog neomicina, ki blokira translacijo DNA preko 80S ribosomov. Po 
prenehani uporabi antibiotika in subkultivaciji ozdravljenih celic so identificirali in izolirali 
celične klone, ki so izgubili vnešeno DNA, ki jim je omogočila povišano toleranco. Na tak 
način so pridobili ozdravljene celice, ki so ostale biokemijsko nespremenjene. 
 
Marcus in sod. (1980) so se odstranjevanja mikoplazem lotili s selektivno vključitvijo 5-
bromouracila v mikoplazme in indukcijo zlomov v DNA, ki je vsebovala 5-bromouracil, s 
pomočjo svetlobe. Fotosenzitivnost so še dodatno povečali z vezavo fluorokroma Hoechst 
33258 na DNA. Nenavadno visoka vsebnost A+T baznih parov v mikoplazmah poveča 
verjetnost indukcije zlomov s kombinacijo 5-bromouracila, Hoechst 33258 in vidne 
svetlobe. 
 
Uporaba komercialnih odstranjevalcev mikoplazem Plasmocure, Plasmocin, in Mycoplasma 
OUT Treatment je pokazala, da po dveh tednih ni mogoče zaznati prisotnosti mikoplazem, 
Mycoplasma Removal Kit in Nocard™ Treatment pa sta bila proti M. hyorhinis neuspešna 
ne glede na čas trajanja uporabe antimikoplazemske učinkovine. Enomesečna uporaba 
Plasmocin-a je vodila v razvoj rezistence, kar se pri Plasmocure in Mycoplasma OUT 
Treatment ni zgodilo. Takoj, ko so vse tri učinkovite antimikoplazemske reagente prenehali 
uporabljati, se je okužba ponovno pojavila (Lai in sod., 2019). 
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3 MATERIAL IN METODE 
Raziskovalno delo smo opravili v celičnem laboratoriju Oddelka za zootehniko na 








Izvor (biološki) Hranjenje celične linije 
HEK 293 Človeške embrionalne ledvice  
Oddelek za zootehniko, Biotehniška 
fakulteta, Rodica 
HeLa Rakave celice materničnega vratu Henriette Lacks  
Oddelek za zootehniko, Biotehniška 
fakulteta, Rodica 
NS-1 Mišji limfocit B 
Oddelek za zootehniko, Biotehniška 
fakulteta, Rodica 
Caco-2 Človeške celice raka na debelem črevesju  
Oddelek za zootehniko, Biotehniška 
fakulteta, Rodica 
DH82 Pasji makrofagi  
Oddelek za zootehniko, Biotehniška 
fakulteta, Rodica 
NIH 3T3 Mišji embrionalni fibroblasti  
Oddelek za zootehniko, Biotehniška 
fakulteta, Rodica 
HEK 293' Človeške embrionalne ledvice-nižja pasaža 
Oddelek za zootehniko, Biotehniška 
fakulteta, Rodica 
HeLa' 
Rakave celice materničnega vratu Henriette 
Lacks-nižja pasaža 
Oddelek za zootehniko, Biotehniška 
fakulteta, Rodica 
NS-1' Mišji limfocit B-nižja pasaža 
Oddelek za zootehniko, Biotehniška 
fakulteta, Rodica 
Caco-2' 
Človeške celice raka na debelem črevesju-nižja 
pasaža  
Oddelek za zootehniko, Biotehniška 
fakulteta, Rodica 
DH82* Pasji makrofagi okuženi z Mycoplasma canis 
Oddelek za zootehniko, Biotehniška 
fakulteta, Rodica 
HEK k.i. Človeške embrionalne ledvice Kemijski inštitut, Ljubljana 
M. canis Mycoplasma canis 
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3.1.2 Gojišča in pufri 
3.1.2.1 Gojišča za celice 
Celične linije HeLa, HEK 293, Caco-2 in NS-1 smo gojili v DMEM gojišču z dodanim 10 
% fetalnim govejim serumom FBS, celično linijo DH82 smo gojili v EMEM gojišču z 
dodanim FBS in neesencialnimi aminokislinami. Za zdravljenje celic smo DMEM gojišču 
dodali 0,3 % gentamicina (M = 40 mg/ml). 
 
Preglednica 5: Sestava rastnega gojišča za celične linije HeLa, HEK 293, Caco-2 in NS-1 . 
Kemikalija količina 
DMEM 10,8 ml 
FBS (goveji fetalni serum) 1,2 ml 
 
Preglednica 6: Sestava rastnega gojišča za celično linijo DH82. 
Kemikalija količina 
EMEM 10,68 ml 
FBS 1,2 ml 
Neesencialne aminokisline 120 µl 
 
3.1.2.2 TAE pufer za elektroforezo 
Preglednica 7: Sestava TAE pufra. 
Kemikalija količina 
Tris baza 242 g 
Ocetna kislina 57,1 ml 
0,5 M EDTA (pH 8,0) 100 ml 
Voda Do 1000 ml 
 
3.1.3 1,5 % agarozni gel 
Za agarozni gel smo TAE pufru dodali agarozo, nato pa smo mešanico trikrat segrevali v 
mikrovalovni pečici, da se je raztopila. Dodali smo etidijev bromid, premešali in nekoliko 
ohladili, nato pa smo ga vlili v kalup z vstavljenimi glavnički. Gel smo pustili vsaj 1 uro, da 
se je strdil, nato pa smo ga vzeli iz kalupa. 
 






TAE pufra  100 ml 60 ml 
Agaroza 1,5 g 0,9 g 
10 mg/ml etidijev 
bromid 
3 µl 1,5 µl 
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3.1.4 Začetni oligonukleotidi 
Preglednica 9: Seznam začetnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabili pri raziskovalnem delu. 














3.1.5 Računalniški programi 
Za urejanje zaporedja in poravnavo prebranih zaporedij po sekvenciranju smo uporabili 
program Mega X (64-bit) (MEGA X, 2019). Ujemajoči del zaporedja smo vnesli v orodje 




Preglednica 10: Seznam laboratorijskega materiala, ki smo ga uporabili pri raziskovalnem delu. 
Laboratorijski material Proizvajalec Kataloška številka 
Gojitvene posodice 75 cm2 Avantor VWR, Pensilvanija, ZDA 10062-862 
Strgalo TPP, Trasadingen, Švica 99002 
Krovna stekelca Merck, Darmstadt, Nemčija BR470055 
Gojitvene ploščice s 6 luknjicami Merck, Darmstadt, Nemčija 657160 
Mikrocentrifugirke Greiner Bio one, Frickenhausen, Nemčija Z606340 
Centrifugirke 50 ml Avantor VWR, Pensilvanija, ZDA 525-0158 
Centrifugirke 15 ml Avantor VWR, Pensilvanija, ZDA 525-0150 
PCR tubice, 8 povezanih Merck, Darmstadt, Nemčija BR781320, BR781340 
Serološke pipete 5 ml Greiner Bio one, Frickenhausen, Nemčija 606 180 
Serološke pipete 10 ml Greiner Bio one, Frickenhausen, Nemčija 607 180 
Serološke pipete 25 ml Greiner Bio one, Frickenhausen, Nemčija 760 180 
Serološke pipete 50 ml Greiner Bio one, Frickenhausen, Nemčija 768 180 
Pipetni nastavki 0,1–10 µl Sartorius, Goettingen, Nemčija 790014 
Pipetni nastavki 0,5–200 µl Sartorius, Goettingen, Nemčija 790204 
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3.1.7 Kemikalije in reagenti 
Preglednica 11: Seznam kemikalij, reagentov in kompletov, ki smo jih uporabili pri raziskovalnem 
delu. 
Kemikalija Proizvajalec Kataloška številka 
DMEM Sigma-Aldrich D5671 
FBS Sigma-Aldrich F2442 
Neesencialne aminokisline Sigma-Aldrich M7145 
EMEM Sigma-Aldrich M0894 
HBSS  Thermo fisher scientific 14065056 
Tris baza Sigma-Aldrich T1503 
Ocetna kislina Sigma-Aldrich A6283 
0,5 M EDTA Thermo fisher scientific 15575020 
0,25 % Tripsin Sigma-Aldrich T4049 
Tripan modro barvilo Merck 93595 
Mycoplasma Detection Kit-QuickTest Biotool B3903 
PBS Sigma-Aldrich P3813 
NucBlue® Live ReadyProbes® Reagent Thermo fisher scientific R37605 
Etanol 96 % Merck 159010 
Etanol absolutni Sigma-Aldrich 34852 
Gentamicin (40 mg/ml) Krka Garamycin 
Purelink® genomic DNA mini kit 
InvitrogenTM, Thermo fisher 
scientific 
K182001 
Taq polimeraza Thermo fisher scientific EP0402 
Taq pufer  Thermo fisher scientific EP0402 
MgCl2 Thermo fisher scientific EP0402 
dNTP mešanica Thermo fisher scientific R0192 
Nanašalni pufer DNA Gel Loading Dye 
6X 
Thermo fisher scientific R0611 
Agaroza Sigma-Aldrich A9359 
Etidijev bromid (10 mg/ml) Sigma-Aldrich E1510 
Velikostni marker GeneRuler 100 bp Plus 
DNA Ladder  
Thermo fisher scientific SM0323 
FastAP termosenzitivna alkalna fosfataza 
(1 U/µL) 
Thermo fisher scientific EF0651 
EXO 1 eksonukleaza Thermo fisher scientific 70073X5000UN 
BigDye™ terminator   Thermo fisher scientific 4337449 
BigDye™ terminator  pufer 5X  Thermo fisher scientific 4336697 
Hi-Di™ Formamid Thermo fisher scientific 4440753 
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3.1.8 Laboratorijska oprema 
Preglednica 12: Seznam laboratorijske opreme, ki smo jo uporabili pri raziskovalnem delu. 
Oprema Proizvajalec 
Inkubator, model MCO-17 AIC Sanyo Electric Co., Ltd., Osaka, Japonska 
Brezprašna komora, model PV 30/70 Azbil Telstar, S.L., Terrassa, Španija 
Brezprašna komora za delo z mikoplazmami, model IBK 
1H2 
ISKRA, Ljubljana, Slovenija 
Ultracentrifuga, model Avanti J-30I Beckman Coulter, Indianapoli, ZDA 
Mikrocentrifuga, model 5430R Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Hladilnik -20 °C Gorenje, Velenje, Slovenija 
Inverni mikroskop, model CKX53 Olympus Corporation, Tokio, Japonska 
Centrifuga, model Centric 322A Tehtnica, Železniki, Slovenija 
Flourescentni mikroskop Nikon, Tokio, Japonska  
Vibracijski mešalnik, model Vibromix 10 Tehtnica, Železniki, Slovenija 
Termo kopel Memmert, Schwabach, Nemčija 
Termo stresalnik, model Thermal Shake lite  Avantor VWR, Pensilvanija, ZDA 
Zmrzovalnik -80 °C Gorenje, Velenje, Slovenija 
Spektrofotometer Nanovue Biochrom, Massachusetts, ZDA 
Naprava za PCR - termoblok, model SimpliAmp™ 
Thermal Cycler 
Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA 
Tehtnica, model TE212 Sartorius, Goettingen, Nemčija 
Elektroforeza, model EPS300 Pharmacia biotech, New Jersey, ZDA 
Sistem za detekcijo gelov, model U:Genius Syngene, Karnataka, Indija 
Genetski analizator, model 3130xl Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA 
Ročna pipeta 0,1–3 µl, model mLINE Sartorius, Goettingen, Nemčija 
Ročna pipeta 0,5–10 µl, model mLINE Sartorius, Goettingen, Nemčija 
Ročna pipeta 10–100 µl, model mLINE Sartorius, Goettingen, Nemčija 
Ročna pipeta 100–1000 µl, model mLINE Sartorius, Goettingen, Nemčija 
Bürker-Türk števna komora Merch, Darmstadt, Nemčija 
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3.2 METODE 
3.2.1 Gojenje celic 
Vse celične linije smo vsaj tri tedne gojili v gojišču brez antibiotika, ki bi preprečeval 
oziroma zaviral rast mikoplazem. Del celic smo presadili v sveže gojišče, ko so dosegle več 
kot 90 % konfluenco. 
 
Pritrjene celice smo pred presajanjem spirali s HBSS in tretirali z 0,5 % tripsinom in/ali 
strgalom, da so se med seboj ločile. Suspendirane celice smo v gojišče prenesli z rahlim 
udarcem ob dno posodice. Izrabljeno gojišče in v njem suspendirane celice smo centrifugirali 
10 minut pri 900 rpm, odsesali staro gojišče in jih resuspendirali v svežem. Po dodatku 
barvila Tripan modro smo jih prešteli v Bürker-Türk števni komori in presadili tolikšen del, 
da je končna koncentracija znašala 104 celic/cm2 površine dna gojitvene posodice za 
pritrjene in 104 celic/ml volumna gojitvene posodice za suspendirane celične linije. Celične 
kulture smo gojili v inkubatorju pri 37 °C in 5 % CO2. 
 
3.2.2 Komercialni kit za detekcijo okužb z mikoplazmami: Mycoplasma Detection 
Kit-QuickTest 
Kit vsebuje testne ploščice s štirimi luknjicami, reakcijska pufra A in B, raztopino za 
zaustavitev reakcije in pozitivno kontrolo, ki ne vsebuje mikoplazem, ampak njihove 
metabolite. Za negativno kontrolo se ne uporablja voda, temveč celično gojišče, inkubirano 
pri enakih pogojih kot vzorci (Mycoplasma Detection…, 2018).  
 
V vsako luknjico smo najprej prenesli 40 μl reakcijskega pufra A in 10 μl celičnega 
supernatanta, pozitivne ali negativne kontrole, nežno pomešali in pustili na sobni temperaturi 
5 minut. Nato smo v vsako luknjico dodali 40 μl reakcijskega pufra B, ponovno premešali 
in pustili na sobni temperaturi še 4 minute. Reakcije smo ustavili z dodatkom 5 μl raztopine 
za zaustavitev reakcije. Spremembe barve reakcijskih mešanic smo spremljali nadaljnje pol 
ure, nato pa smo rezultate fotografirali. Če se vzorec obarva temneje kot negativna kontrola, 
je okužen z mikoplazmami, če pa barva ostane enaka kot pri negativni kontroli, je vzorec 
neokužen (Mycoplasma Detection…, 2018). 
 
3.2.3 Okužba celične linije DH82  
Ker smo za določene metode potrebovali celično kulturo, za katero lahko z gotovostjo 
trdimo, da je okužena z mikoplazmami, smo tako imenovano pozitivno kontrolo ustvarili 
eksperimentalno. 
 
Ko je celična linija DH82 dosegla skoraj 100% konfluenco, smo odsesali gojišče in nanje 
direktno nanesli odmrznjeno kulturo Mycoplasma canis. Celice smo 24 ur pustili v 
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inkubatorju, naslednji dan pa smo jih dvakrat spirali s PBS, nato pa smo jim dodali EMEM 
gojišče s FBS in neesencialnimi aminokislinami in jih ponovno gojili. 
 
3.2.4 Barvanje z NucBlue® Live ReadyProbes® Reagent 
Krovno stekelce smo pomočili v etanol in ga ožgali v plamenu. Ko se je stekelce ohladilo, 
smo ga položili v luknjico plošče, ga prelili z suspenzijo celične kulture (približno 1 ml) ter 
pustili 24 ur v inkubatorju. Naslednji dan smo na stekelce kapnili dve kapljici reagenta, ga 
prenesli na objektno stekelce ter celice opazovali in fotografirali skozi fluorescentni 
mikroskop pri 360 nm in 400-kratni povečavi. 
 
3.2.5 Odstranitev mikoplazem s pomočjo antibiotika 
Zanimalo nas je, ali lahko trikrat višja koncentracija antibiotika v gojišču kot je v navadi (0,1 
%), odstrani mikoplazme in lahko celice smatramo kot neokužene. 
 
Celične linije HeLa, HEK 293, NS-11 in Caco-2 smo tri tedne gojili v DMEM gojišču s FBS 
in 0,3 % antibiotika gentamicina, nato pa iz njih izolirali DNA in izvedli PCR kot pri ostalih 
celičnih linijah. 
 
3.2.6 Izolacija DNA 
Za izolacijo DNA tako iz celičnih linij, predvsem pa iz mikoplazem, smo uporabili 
Invitrogen Purelink® genomic DNA mini kit. Isti kit smo uporabili za izolacijo DNA iz čiste 
celične kulture M. canis, ki smo jo uporabili za pozitivno kontrolo. 
 
3.2.6.1 Priprava celic za izolacijo DNA 
Iz gojitvene posodice smo najprej vzeli 1 ml supernatanta, ki smo ga testirali s komercialnim 
kitom za detekcijo mikoplazem. Da so se celice suspendirale v gojišču, smo si pomagali s 
strgalom, nato pa smo jih prešteli s pomočjo barvila Tripan modro. V falkonko  smo prenesli 
tolikšen delež gojišča, da je število celic ustrezalo 5 x 106 celic, kolikor je predpisano v 
protokolu kita za izolacijo (PureLink®…, 2018). Suspendirane celice smo 15 minut 
ultracentrifugirali na 15000 g, nato pa ponovno vzeli 1 ml supernatanta za testiranje s 
komercialnim kitom za detekcijo mikoplazem. 
 
3.2.6.2 Celična liza 
Pelet celic po ultracentrifugiranju smo resuspendirali v 200 µl PBS. Dodali smo 20 µl 
proteineze K in 20 µl RNaze A, premešali na vortexu in 2 minuti inkubirali na sobni 
temperaturi. Nato smo dodali 200 µl Purelink Genomic Lysing/Binding Buffer in dobro 
premešali, da smo dobili homogeno mešanico. 10 minut smo inkubirali na 55 °C, kar je 
spodbudilo razgradnjo proteinov. Lizatu smo dodali 200 µl 96 % etanola ter dobro premešali.  
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3.2.6.3 Vezava DNA 
Lizat smo prenesli v Purelink Spin Column in 1 minuto centrifugirali pri 10.000 g. DNA se 
je vezala na kolono, zato smo zbiralno mikrocentrifugirko z ujeto raztopino zavrgli.  
 
3.2.6.4 Spiranje DNA 
V kolono smo dodali 500 µl pufra za spiranje 1, ki smo mu prej po navodilih proizvajalca 
dodali etanol ter ponovno centrifugirali. Ujet pufer smo ponovno zavrgli in dodali 500 µl 
pufra za spiranje 2, nato pa centrifugirali pri najvišji hitrosti 3 minute ter zavrgli zbran pufer. 
 
3.2.6.5 Elucija DNA 
V kolono smo dodali 100 µl pufra za elucijo ter jo prenesli v sterilno mikrocentrifugirko. 1 
minuto smo inkubirali na sobni temperaturi in jo nato 1 minuto centrifugirali pri najvišji 
hitrosti. DNA se je s kolone sprostila v pufer za elucijo, zato smo kolono zavrgli, ujeto DNA 
v elucijskem pufru pa shranili na -20 °C. Koncentracijo DNA smo pomerili s 
spektrofotometrom. 
 
3.2.7 Verižna reakcija s polimerazo 
Verižno reakcijo s polimerazo smo izvedli štirikrat, zato smo jih poimenovali PCR 1, PCR 
2, PCR 3 in PCR 4. Pri PCR 1 smo uporabili začetna oligonukleotida GPO3 in  MGSO, s 
katerima smo preverili prisotnost mikoplazem v osnovnih štirih celičnih linijah. Nato nas je 
zanimalo, ali so linije okužene od prihoda v laboratorij, ali so se okužile tekom odmrzovanja, 
uporabe, namnoževanja in ponovnega zamrzovanja, zato smo odmrznili iste celične linije 
nižjih pasaž ali pasaž ob pridobitvi. Z istima začetnima oligonukleotidoma smo v PCR 2 
preverili linije nižjih pasaž, prisotnost DNA v samem gojišču (direktno prisotnost in 
izolirano DNA), HEK 293 linijo iz zunanjega laboratorija, celično kulturo DH82 pred 
okužbo (da ni že okužena) ter ali nam je uspela okužba DH82. 
 
PCR 3 je vseboval kar dva para začetnih oligonukleotidov, saj smo po članku Salling in 
Bang-Christensen (2016) uporabili B3 in B4, ki naj bi zajela večino mikoplazem in bila bolj 
specifična kot GSO3 in MGSO.  
 
Celične linije smo gojili z dodatkom antibiotika, nato pa izvedli PCR 4 z GPO3 in MGSO, 
da smo preverili uspešnost zdravljenja. S PCR 4 smo ugotavljali tudi, ali je prosta DNA 
mikoplazem prisotna v supernatantu celičnih kultur, ki so se izkazale za okužene, kar smo 
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PCR 1  
(6 vz. + 2) 
PCR 2 
(15 vz. + 3) 
PCR 3 2x 
(15 vz.+ 3) 
PCR 4 
(12 vz. + 2) 
Sekvenciranje 
(4 vz. + 2) 
Taq pufer 2,5 µl 20 µl 45 µl 2 x 45 µl 35 µl 15 µl 
dNTP 0,5 µl 4 µl 9 µl 2 x 9 µl 7 µl 3 µl 
MgCl2 2,0 µl 16 µl 36 µl 2 x 36 µl 28 µl 12 µl 
Smiselni začetni 
oligonukleotid 




0,5 µl 4 µl 9 µl 2 x 9 µl 7 µl 3 µl 
Polimeraza 0,13 µl 1,04 µl 2,34 µl 2 x 2,34 µl 1,82 µl 0,78 µl 





Do 25 µl 
(15,87 µl) 
126,96 µl 285,66 µl 285,66 µl 124,18 µl 95,22 µl 
 
Za verižno reakcijo s polimerazo smo pripravili mastermix, ki je vseboval vse komponente 
razen DNA. V Preglednici 13 je podana količina posamezne komponente za 1 vzorec in za 
vsako mešanico posebej. V vsako luknjico smo dodali 22 µl mešanice in ji dodali 3 µl DNA, 
ki smo jo redčili tako, da je bila končna koncentracija nižja od 10 ng/µl. 
 
PCR 1 smo izvedli v 35 ciklih podaljševanja, ostale tri pa smo izvedli le v 30 ciklih. 
Temperaturni profil naših PCR-jev je podan v Preglednici 14. 
 
Preglednica 14: Časovni in temperaturni profil posamezne stopnje verižne reakcije s polimerazo. 
Korak reakcije Čas Temperatura Število ponovitev 
Začetna denaturacija 3 minute 95 °C 1 
Denaturacija 30 sekund 95 °C 
PCR 1: 35 ciklov 
PCR 2, 3, 4, predkorak 
sekvenciranja: 30 ciklov 
Prileganje 30 sekund 60 °C 
Podaljševanje 30 sekund 72 °C 
Končno podaljševanje 10 minut 72 °C 1 
Hlajenje ∞ 4 °C 1 
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3.2.8 Ločevanje pomnožkov z gelsko elektroforezo 
10 µl pomnožene DNA smo zmešali z 2 µl 5X nanašalnega pufra in vzorce nanesli na 
agarozni gel,  ki smo pri napetosti 100 V in toku 90 A pustili 30 minut. Po pretečenem času 
smo gel slikali pod UV svetlobo. 
 
3.2.9 Sekvenciranje 
6 µl PCR pomnožka smo dodali 1 µl F FastAP in 0,5 µl EXO 1. 45 minut smo mešanico 
pustili v vodni kopeli na 37 °C, inaktivacija encimov je sledila na 85 °C za 15 minut. 
 
Uporabili smo začetna oligonukleotida GPO3 in MGSO. Mešanico za izvedbo sekvenčne 
reakcije za en vzorec je sestavljal 1 µl začetnega oligonukleotida, 0,5 µl BigDye 
terminatorja, 1,5 µl BD pufra, 3 µl DNA in 4 µl vode. Za vsak začetni oligonukleotid smo 
pripravili svojo mešanico za štiri vzorce in dvema rezervama, torej šestkratno mešanico. 
 
Sekvenčno reakcijo smo začeli z 2 minutama na 95 °C, ki jima je sledilo 40 ciklov: 10 sekund 
96 °C, 10 sekund 50 °C in 4 minute 60 °C. Hlajenje po končani reakciji je potekalo na 4 °C. 
 
3.2.9.1 Čiščenje sekvenčne reakcije  
Sekvenčni reakciji smo dodali 5 µl 70 mM EDTA, centrifugirali in dodali še 30 µl 
absolutnega etanola ter ponovno centrifugirali. Vse skupaj smo premešali na vibracijskem 
mešalniku, centrifugirali in v temi inkubirali 15 minut. Celoten volumen smo prenesli v 
ploščo za sekvenciranje in centrifugirali pri najvišji hitrosti 110 min. Nato smo s hitrim 
gibom odlili etanol in EDTA ter ponovno centrifugirali pri 150 g 2 min. Sledila je 5 minutna 
inkubacija v temi in dodajanje 12 µl formamida. 
 
3.2.10 Poravnava sekvenc in identifikacija 
Za urejanje pridobljenih sekvenc smo uporabili program MEGA X, v katerega smo 
posamezno sekvenco vnesli, ročno pregledali, ali je programska oprema pravilno prebrala 
zaporedje (Slika 4), nato pa smo iz protismiselnega zaporedja v programu naredili obrnjen 
komplement ter zaporedji poravnali med seboj (align – Slika 5). Ujemajoči del zaporedja 
smo prenesli v program BLASTn (Slika 6) in izbrali možnost iskanja nekoliko podobnih 
zaporedij (blastn). Orodje je naše zaporedje primerjalo z zaporedji v lastni bazi, ki imajo 
znano identiteto ter nam ponudilo najbolj podobna zaporedja (Slika 7 in Slika 8). V najdenih 
zaporedjih smo poiskali mesta, kjer nalegajo začetni oligonukleotidi GPO3 in MGSO ter B4 
(priloga A).  
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Slika 4: Prebrano zaporedje v programu MegaX. 
 
 
Slika 5: Primer poravnave smiselnega in obrnjenega komplementa protismiselnega zaporedja za 
celično linijo HEK 293. 
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Slika 6: Vnos zaporedja v orodje BLASTn in izbrani parametri. 
 
 
Slika 7: Primer najdenih podobnih zaporedij v NCBI bazi zaporedij, ki jih BLASTn ponudi kot 
najbolj podobne glede na parametre na desni strani izpisa. 
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Slika 8: Grafični prikaz ujemanja posameznega zadetka z našim zaporedjem. 
 
3.2.11 Test Mycoplasmacheck  
500 µl supernatanta celičnih kultur NS-1, HEK 293' in Caco-2 smo prenesli v 1,5 ml 
mikrocentrifugirko in pri 95 °C segrevali 10 minut. Vzorec smo 5 sekund centrifugirali pri 
13000 obratih na minuto, nato pa vzeli 200 µl supernatanta in ga prestavili v novo 
mikrocentrifugirko ter jo označili s črtno kodo, ki smo jo dobili ob aktivaciji računa. Vzorec 
smo poslali podjetju Eurofins GATC Biotech, kjer so izvedli analizo, ki sloni na qPCR 
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4 REZULTATI 
4.1 KOMERCIALNI KIT ZA DETEKCIJO OKUŽB: MYCOPLASMA DETECTION  
      KIT-QUICK TEST 
Če je celična kultura okužena z mikoplazmami, njihovi metabolni encimi razgrajujejo 
komponente medija, s čimer proizvedejo produkte, ki jih izločijo v celični supernatant. Ker 
evkariontske celice in bakterije ne proizvajajo takih metabolitov, je prisotnost le-teh dokaz 
prisotnosti mikoplazem. Na detekciji teh metabolitov sloni komercialni kit Mycoplasma 
Detection Kit-QuickTest, saj se reakcijska mešanica obarva zeleno, če vzorec vsebuje 
metabolite. Če se vzorec obarva temneje kot negativna kontrola, je okužen z mikoplazmami, 




Slika 9: Rezultati testiranja prisotnosti mikoplazem celičnih linij HEK 293, HeLa, NS-1 in Caco-2 s 
komercialnim kitom Mycoplasma Detection Kit-QuickTest.  
V zgornji luknjici (-) smo kot negativno kontrolo testirali gojišče, inkubirano v enakih pogojih kot celične 
linije. V srednjih dveh luknjicah smo testirali supernatante celičnih linij pred in po ultracentrifugiranju, v 
spodnji (+) pa pozitivno kontrolo, ki vsebuje metabolite mikoplazem. Vzorci, obarvani temneje kot negativna 
kontrola, so okuženi z mikoplazmami. 
 
Rezultati testiranja celičnih linij HEK 293, HeLa, NS-1 in Caco-2 s komercialnim kitom 
Mycoplasma Detection Kit-QuickTest kažejo, da so vse štiri celične linije okužene z 
mikoplazmami, saj so se vsi vzorci tako pred kot po ultracentrifugiranju obarvali temneje 
kot negativna kontrola (Slika 9). Iz minimalne razlike v prisotnosti mikoplazem pred in po 
ultracentrifugiranju smo sklepali, da le-to ne vpliva na mikoplazme, zato smo nadaljnje linije 
testirali le po ultracentrifugiranju. 
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Kot je razvidno na Sliki 10, so se vse celične linije, katerih supernatant po 
ultracentrifugiranju smo testitali, obarvale temneje kot negativna kontrola, kar kaže na to, da 
so glede na Mycoplasma Detection Kit-QuickTest okužene z mikoplazmami. Razlike v 
obarvanosti lahko opazimo tudi pri negativnih kontrolah.  
 
 
Slika 10: Rezultati testiranja prisotnosti mikoplazem celičnih linij HeLa', HEK 293', NS-1' in Caco-2', 
DH82, DH82*, NIH 3T3 in HEK k.i. s komercialnim kitom Mycoplasma Detection Kit-QuickTest.  
V zgornji luknjici (-) smo kot negativno kontrolo testirali gojišče, inkubirano v enakih pogojih kot celične 
linije. V srednjih dveh luknjicah smo testirali supernatante celičnih linij po ultracentrifugiranju, v spodnji (+) 
pa pozitivno kontrolo, ki vsebuje metabolite mikoplazem. Vzorci, obarvani temneje kot negativna kontrola, so 
okuženi z mikoplazmami. 
 
4.2 BARVANJE Z NUCBLUE® LIVE READYPROBES® REAGENT 
NucBlue® Live ReadyProbes® Reagent vsebuje barvilo Hoechst 33342 (NucBlue…, 2018), 
ki se veže v DNA verigo in osvetljen z UV svetlobo oddaja modro fluorescenco. 
 
Prisotnost DNA v gojišču, citoplazmi in na membranah celic smo najprej preverili pri 
osnovnih štirih celičnih linijah: Caco-2, NS-1, HEK 293 in HeLa. Za primerjavo med 
okuženo in neokuženo isto celično linijo smo barvanje izvedli še na celičnih linijah DH82 
in DH82* ter na HEK 293' in HEK k.i.. 
 
Celična linija Caco-2 se je ob stiku z barvilom obarvala le v okolici jeder celic, ni pa se 
obarvala citoplazma ali membrane celic. Prav tako v gojišču nismo opazili delcev, ki bi 
reagirali z barvilom in oddajali svetlobo (Slika 11). Enako smo opazili tudi pri NS-1, kjer po 
pričakovanjih nismo zasledili obarvanja drugih delov celic ali gojišča (Slika 12). Tekom 
metode smo ugotovili, da je barvanje pritrjenih celičnih linij lažje kot suspenzijskih (na 
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primer NS-1), saj se jih hitreje spere s krovnega stekelca ali pa se ga sploh ne oprimejo. Na 
težave naletimo tudi pri ostrenju slike, saj so celice v več globinah in težko dobimo ostro 
sliko večih celic v bližini. 
 
 
Slika 11: Celična linija Caco-2 obarvana z NucBlue® Live ReadyProbes® Reagent, slikana pod 
fluorescentnim mikroskopom pri 400-kratni povečavi.  
Ne opazimo očitnih meglic ali svetlečih delcev v gojišču. Obarvana so samo jedra evkariontskih celic. 
 
 
Slika 12: Celična linija NS-1 obarvana z NucBlue® Live ReadyProbes® Reagent, slikana pod 
fluorescentnim mikroskopom pri 400-kratni povečavi.  
Obarvana so samo jedra celic.  
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Slika 13: Celična linija HEK 293 obarvana z NucBlue® Live ReadyProbes® Reagent, slikana pod 
fluorescentnim mikroskopom pri 400-kratni povečavi.  
V gojišču so delci, ki obsvetljeni z UV svetlobo oddajo modro fluorescenco. 
 
 
Slika 14: Celična linija HeLa obarvana z NucBlue® Live ReadyProbes® Reagent, slikana pod 
fluorescentnim mikroskopom pri 400-kratni povečavi.  
Poleg celičnih jeder je obarvana tudi citoplazma in membrane celic. 
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Za razliko od Caco-2 in NS-1 smo pri opazovanju celične linije HEK 293 pod fluorescentnim 
mikroskopom takoj opazili svetleče delce v gojišču, citoplazma in membrane pa se niso 
obarvale (Slika 13). Očitno reakcijo citoplazme in membran celic z barvilom smo opazili pri 
celični liniji HeLa, kjer lahko iz sevanja modre fluorescentne svetlobe razberemo obliko 
celic (Slika 14).  
 
 
Slika 15: Celična linija DH82 obarvana z NucBlue® Live ReadyProbes® Reagent, slikana pod 
fluorescentnim mikroskopom pri 400-kratni povečavi.  
Obarvana so samo celična jedra. 
 
 
Slika 16: Celična linija DH82* okužena z M. canis obarvana z NucBlue® Live ReadyProbes® Reagent, 
slikana pod fluorescentnim mikroskopom pri 400-kratni povečavi.  
Občasno opazimo manjše delce, ki oddajajo svetlobo. 
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Razliko med celično linijo DH82 in DH82* okuženo z M. canis smo zelo težko opazili, saj 
se je v obeh primerih obarvalo le celično jedro, pri okuženih celicah pa smo opazili še manjše 
delce, ki so reagirali s Hoechst 33342 (Slika 15 in Slika 16). 
 
Ker smo pri celični liniji HEK 293 opazili obarvane delce v gojišču, smo barvanje izvedli še 
z ostalima HEK linijama: HEK 293', ki je ista linija nižjih pasaž in HEK k.i., ki smo jo dobili 
iz zunanjega laboratorija (Slika 17 in Slika 18). Pri nobeni od njiju nismo opazili obarvanih 
delcev v gojišču, obarvane citoplazme ali membrane. Največja težava pri slikanju vseh treh 
celičnih linij HEK 293 je bila iskanje posameznih celic, saj so se celice pojavljale v večjih 
skupkih in tako zakrivale ena drugo. 
 
 
Slika 17: Celična linija HEK 293' obarvana z NucBlue® Live ReadyProbes® Reagent, slikana pod 
fluorescentnim mikroskopom pri 400-kratni povečavi.  
Ni vidnega obarvanja gojišča ali citoplazme. 
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Slika 18: Celična linija HEK k.i. obarvana z NucBlue® Live ReadyProbes® Reagent, slikana pod 
fluorescentnim mikroskopom pri 400-kratni povečavi.  
Obarvana so samo jedra celic. 
 
4.3 PCR  
 
Slika 19: Rezultati verižne reakcije s polimerazo PCR 1, pri kateri smo uporabili začetna oligonukleotida 
GPO3 in MGSO, ki se vežeta na 16s rRNA mikoplazem.  
1: celična linija HeLa; 2: celična linija NS-1; 3: celična linija Caco-2; 4: celična linija HEK 293; pozitivna 
kontrola (+): izolirana DNA M. Canis; negativna kontrola (-): voda; M: velikostni marker. 
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Že rezultati prvega PCR 1 so nas presenetili, saj se je elektroforezna črta pri 300 bp poleg 
pozitivne kontrole z enako intenzivnostjo pojavila tudi pri celični kulturi HeLa in HEK 293 
(Slika 19). Poleg tega sta se manj intenzivni črti pojavili tudi pri NS-1 in Caco-2. Ker nas je 
zanimalo, ali so nespecifični pomnožki nastali zaradi prevelikega števila ponovitev, smo pri 
nadaljnjih PCR-jih zmanjšali število ponovitev, v PCR 2 pa vključili iste osnovne 4 celične 
linije.   
 
 
Slika 20: Rezultati verižne reakcije s polimerazo PCR 2, pri kateri smo uporabili začetna oligonukleotida 
GPO3 in MGSO, ki se vežeta na 16s rRNA mikoplazem. 
M: velikostni marker; negativna kontrola (-): voda; 1: gojišče; 2: DNA izolirana iz gojišča; 3: celična linija 
HeLa'; 4: celična linija HEK 293'; 5: celična linija Caco-2'; 6: celična linija NS-1'; 7: celična linija NIH 3T3; 
8: celična linija HEK k.i.; 9: celična linija HeLa; 10: celična linija HEK 293; 11: celična linija Caco-2; 12: 
celična linija NS-1; 13: celična linija DH82; pozitivna kontrola (+): z M. canis okužena celična linija DH82*. 
 
Tudi PCR 2 je pokazal, da sta HeLa in HEK 293 okuženi (Slika 20: 9 in 10), vendar pa se 
pri manj ponovitvah ne pojavita nespecifična pomnožka pri NS-1 in Caco-2 (Slika 20: 11 in 
12). Ker nas je zanimalo, ali se je linija okužila v našem laboratoriju, smo preverili še nižje 
pasaže osnovnih štirih celičnih kultur (Slika 20: 3–6). izkazalo se je, da je celična linija HeLa 
že okužena prišla v naš laboratorij, HEK 293 pa se je očitno okužila kasneje med uporabo in 
ponovnim zamrzovanjem. V PCR 2 smo vključili tudi celično linijo NIH 3T3 (Slika 20: 7), 
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ker jo uporabljajo kot indikatorsko kulturo za okužbo z mikoplazmami, saj je zelo dovzetna 
za okužbo z njimi. Tudi NIH 3T3 se je izkazala za okuženo. Poleg nižjih pasaž HEK 293, 
smo pridobili tudi HEK linijo iz zunanjega laboratorija (Slika 20: 8), ki bi jo v primeru, da 
so tudi nižje pasaže HEK 293 okužene, namnožili in uporabljali za nadaljnje analize. DH82 
smo uspešno okužili, saj smo jo uporabili kot pozitivno kontrolo, prej pa linija ni bila 
okužena (Slika 20: 13), zato vemo, da pomnožena DNA izhaja iz M. canis. Poleg negativne 
kontrole, kjer smo namesto DNA uporabili vodo, smo preverili tudi samo gojišče, in sicer 
na dva načina. Pri prvem smo namesto DNA dodali čisto gojišče (Slika 20: 1), pri drugem 
pa smo iz gojišča izolirali DNA po enakem postopku kot iz celičnih kultur (Slika 20: 2). V 
obeh primerih smo dobili negativen rezultat, s čimer smo si zagotovili, da okužba ni nastala 
med pripravo gojišča ali izvedbo testa. 
 
 
Slika 21: Rezultati verižne reakcije s polimerazo PCR 3, pri kateri smo uporabili začetna oligonukleotida 
B3 (zgornja vrsta) in B4 (spodnja vrsta), ki se vežeta na konzervativne regije 16S  rRNA in ločita med 
vrstami mikoplazem. 
M: velikostni marker; negativna kontrola (-): voda; 1: gojišče; 2: celična linija HeLa; 3: celična linija HEK 
293; 4: celična linija Caco-2; 5: celična linija NS-1; 6: celična linija HeLa'; 7: celična linija HEK 293'; 8: 
celična linija Caco-2'; 9: celična linija NS-1'; 10: celična linija NIH 3T3; 11: celična linija HEK k.i 12: celična 
linija DH82; 13: z M. canis okužena celična linija DH82*; pozitivna kontrola (+): DNA M. canis. 
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Salling in Bang-Christensen (2016) sta razvila kombinacijo dveh dvojnih PCR mešanic s po 
dvema paroma začetnih oligonukleotidov, ki naj bi bolj specifično in z večjo občutljivostjo 
zaznavala mikoplazme. Mi smo uporabili le oba para začetnih oligonukleotidov iz mešanice 
B in ju poimenovali B3 in B4, vendar smo za vsak par pripravili svojo PCR mešanico. B3 
naj bi zaznal najširšo paleto vrst mikoplazem, med drugim tudi M. canis. 
 
Enako kot PCR 2 je tudi začetni oligonukleotid B3 pomnožil DNA mikoplazem, ki so 
okužile celične linije HeLa, HEK 293, HeLa', NIH 3T3 in DH82* (Slika 21: 2, 3, 6, 10 in 
13 zgoraj). Manj intenzivne pomnožke je pri linijah HeLa, HEK 293, HeLa' in NIH 3T3 
(Slika 21: 2, 3, 6 in 10 spodaj) pomnožil tudi začetni oligonukleotid B4, vendar pa se to ni 
zgodilo pri DH82* in iz kulture M. canis izolirani DNA (Slika 21: 13 in + spodaj), iz česar 
lahko sklepamo, da se B4 ne veže na DNA M. canis in so ostale linije okužene z drugo vrsto 
mikoplazme, na katero se B4 nespecifično veže. Elektroforezna črta pri Caco-2' je 
najverjetneje ostanek začetnih oligonukleotidov, ki se niso vezali, saj je prepotovala daljšo 
pot kot pomnožki mikoplazemske DNA (Slika 21: 8 spodaj). 
 
4.4 ODSTRANITEV MIKOPLAZEM S POMOČJO ANTIBIOTIKA 
 
Slika 22: Rezultati verižne reakcije s polimerazo PCR 4, pri kateri smo uporabili začetna oligonukleotida 
GPO3 in MGSO, ki se vežeta na 16S rRNA mikoplazem.  
M: velikostni marker; negativna kontrola (-): voda; 1: celična linija HeLa, zdravljena z gentamicinom; 2: 
celična linija HEK 293, zdravljena z gentamicinom; 3: celična linija Caco-2, zdravljena z gentamicinom; 4: 
celična linija NS-1, zdravljena z gentamicinom; 5: supernatant celične linije HeLa; 6: supernatant celične linije  
HEK 293; 7: supernatant celične linije  HEK 293'; 8: supernatant celične linije NIH 3T3; pozitivna kontrola 
(+): DNA M. canis. 
 
Po zdravljenju celic z gentamicinom nas je zanimalo, ali je prisotnost mikoplazem 
odstranjena. To smo preverili v PCR 4, kjer se je izkazalo, da sta HeLa in HEK 293 še vedno 
okužena, manj specifičen pomnožek pa smo opazili tudi pri Caco-2 (Slika 22: 1–4). Ker se 
mikoplazme nahajajo tudi prosto v gojišču, nas je zanimalo, ali se mikoplazemska DNA 
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nahaja tudi v samem supernatantu gojenih celičnih kultur. Namesto DNA smo zato v PCR 
mešanico dodali supernatante celičnih kultur (Slika 22: 5–8), vendar se je izkazalo, da v 
supernatantu ni proste DNA mikoplazem. 
 
4.5 SEKVENCIRANJE 
Za sekvenciranje smo izbrali tri celične linije (HEK 293, HeLa in NIH 3T3), ki so se pri 
verižni reakciji s polimerazo izkazale za okužene in NS-1, ki je pri večjem številu ponovitev 
PCR 1 izgledal šibko pozitiven, zato nas je zanimalo, ali gre le za nespecifičen pomnožek 
ali morda za zelo blago okužbo. Uporabili smo začetne oligonukleotide GPO3 in MGSO.  
 


















































V vseh osmih sekvenciranjih (štiri celične linije z obema začetnima oligonukleotidoma) smo 
dobili del zaporedja, ki smo ga lahko med seboj poravnali, prekrivajoči del pa vnesli v 
iskalnik BLASTn, ki nam je podal rezultate v obliki znanih zaporedij, ki so najbolj podobna 
našemu ujemajočemu zaporedju. Iz rezultatov smo izločili tiste, ki niso imeli znane identitete 
(npr. uncultured Mycoplasma sp. clone) in izbrali najboljši zadetek. Rezultati in njegovi 
parametri se nahajajo v Preglednici 15. HEK 293, HeLa in NS-1 so vse okužene z isto vrsto 
mikoplazme M. hyorhinis, pri celični liniji NIH 3T3 pa sta na ujemajoče zaporedje nalegali 
40 
Poljanšek T. Primerjava testov za testiranje celičnih linij na prisotnost mikoplazem. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
zaporedji dveh vrst z enako verjetnostjo in identičnostjo. Zaradi slabe kakovosti prebrane 
sekvence, nismo mogli ugotoviti, katera je bolj verjetna ali točna, zato smo poizkusili 
naleganje GPO3 in MGSO na vse tri najdene mikoplazme (priloga A). Ugotovili smo, da se 
za razliko od M. hyorhinis, na katero začetna oligonukleotida 100 % nalegata, pri obeh, M. 
zalophi in M. arginini, najdemo nekaj neujemajočih mest med MGSO in zaporedjema obeh 
mikoplazem, ki pa ne bi smela vplivati na naleganje začetnega oligonukleotida. 
 
Zanimalo nas je tudi, kakšne so razlike v naleganju para začetnih oligonukleotidov B4, saj 
so se elektroforezne črte pojavile pri celičnih linijah, okuženih z identificiranimi 
mikoplazmami, ne pa pri M. canis (priloga A). Ugotovili smo, da so razlike predvsem v 
mestu naleganja B4 protismiselnega začetnega oligonukleotida ter da so razlike večje pri M. 
canis kot pri ostalih treh mikoplazmah. Očitno ravno te razlike preprečijo naleganje B4 
začetnih oligonukleotidov in posledično ne omogočijo pomnožitve odseka 16S rRNA.  
 
4.6 TEST MYCOPLASMACHECK  
Rezultate testa smo prejeli pa e-pošti. Analiza je bila izvedena za naslednje vrste 
mikoplazem: M. arginini, M. fermentans, M. orale, M. hyorhinis, M. hominis, M. genitalium, 
M. salivarium, M. synoviae, M. pirum, M. gallisepticum, M. pneumoniae, M. yeatsii, 
Spiroplasma citri in Acholeplasma laidlawii, vendar lahko test zazna dodatnih 100 vrst 
mikoplazem. 
 
V vseh treh celičnih linijah, ki smo jih poslali na testiranje (NS-1, HEK 293' in Caco-2) niso 
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Preglednica 16: Rezultati testiranja celičnih linij na prisotnost mikoplazem za vsako izvedeno metodo. 
++ močno okuženo z mikoplazmami, + okuženo z mikoplazmami, - brez zaznanih mikoplazem, n.a. test ni 
bil izveden. KIT: Mycoplasma Detection Kit-QuickTest, NUC: Barvanje z NucBlue® Live ReadyProbes® 
Reagent, 1: PCR 1, 2: PCR 2, 3: PCR 3, 4: PCR 4, SEK: sekvenciranje, MC: test MIKOPLASMACHECK. 
 KIT NUC 1 2 3 4 SEK MC 
HEK 293 + + ++ ++ ++ n.a. + n.a. 
HeLa + ++ ++ ++ ++ n.a. + n.a. 
CaCo-2 + - + - - n.a. n.a. - 
NS-1 + - + - - n.a. + - 
NIH 3T3 + n.a. n.a. ++ ++ n.a. + n.a. 
HEK k.i. + - n.a. - - n.a. n.a. n.a. 
DH82 + - n.a. - - n.a. n.a. n.a. 
DH82* + + n.a. + ++ n.a. n.a. n.a. 
Nižje pasaže 
HEK 293' + - n.a. - - n.a. n.a. - 
HeLa' + n.a. n.a. ++ ++ n.a. n.a. n.a. 
CaCo-2' + n.a. n.a. - - n.a. n.a. n.a. 
NS-1' + n.a. n.a. - - n.a. n.a. n.a. 
Zdravljene z gentamicinom 
HEK 293 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. ++ n.a. n.a. 
HeLa n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. ++ n.a. n.a. 
CaCo-2 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. + n.a. n.a. 
NS-1 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. - n.a. n.a. 
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5 RAZPRAVA 
Komercialni kit, ki naj bi hitro in učinkovito pokazal, ali so naše celične linije okužene z 
mikoplazmami, se je sicer izkazal kot hiter in preprost, vendar pa nas je presenetilo dejstvo, 
da so se vsi vzorci obarvali temneje kot negativna kontrola. Ker težko verjamemo, da so prav 
vse celične linije okužene z mikoplazmami, česar ni potrdila nobena druga metoda, smo do 
delovanja komercialnega kita skeptični. Možna razlaga za vse pozitivne rezultate je, da 
metabolite, ki naj bi jih proizvajale mikoplazme, proizvajajo tudi celice, ali pa proizvajajo 
podobno komponento, ki jo prav tako zazna hitri test. Okuženo gojišče ali pozitivno reakcijo 
s komponento gojišča lahko izločimo, saj smo za negativno kontrolo uporabili gojišče, ki pa 
se ni obarvalo modro ali zeleno kakor supernatanti vzorcev, temveč je ostalo brezbarvno.  
 
Ker je komercialni kit pokazal, da so vse celične linije okužene, smo s PCR-jem preverili, 
ali je morda okuženo samo gojišče. DNA mikoplazem nismo zaznali ne direktno v gojišču, 
ne izolirane iz gojišča, kar je še dodatno potrdilo, da komercialnemu kitu ne gre zaupati.  
 
Razlike med supernatantom pred ultracentrifugiranjem in po njem so bile minimalne, 
oziroma je bil rezultat še vedno očitno pozitiven, zato lahko sklepamo, da se metabolit, ki 
ga proizvajajo mikoplazme oziroma komponenta, ki reagira s kitom, ne posede pri 15000 g. 
Intenziteta obarvanosti naj bi bila proporcionalna koncentraciji proizvedenih metabolitov, s 
čimer se ne strinjamo, saj se je supernatant DH82, okužene z M. canis obarval bolj nežno 
kot neokužen. Glede na eksperimentalno dodano mikoplazmo, bi pričakovali, da bo 
pozitivna kontrola DH82* obarvana temneje kot ostale, saj je bila v njeno gojišče dodana 
namnožena kultura, ki je že proizvajala metabolite. Prav tako se nista bolj intenzivno 
obarvala HEK 293 in HeLa, ki sta pri vseh ostalih metodah pokazala višjo stopnjo okužbe. 
Logična razlika v intenziteti je le v primeru NS-1, kjer je bolj obarvan supernatant pred 
centrifugiranjem, saj je vzet direktno iz gojitvene posodice, NS-1 pa je suspenzijska kultura. 
Med centrifugiranjem so se celice in z njimi mikoplazme posedle in je supernatant bolj šibko 
obarvan. 
 
Barvilo Hoechst 33342 se veže na A-T dele DNA in ob osvetlitvi z UV svetlobo odda modro 
svetlobo, ki jo zaznamo pod fluorescentnim mikroskopom. Ker mikoplazme nimajo celičnih 
sten smo pričakovali, da se bo barvilo brez težav vezalo na njihovo DNA in jo obarvalo, kar 
bomo opazili pod mikroskopom kot svetleče pike v celicah ali na njihovi membrani. Pri 
celičnih linijah Caco-2 in NS-1 razen obarvanja celičnih jeder nismo opazili drugih obarvanj, 
kar je v skladu s PCR rezultati, kjer sta se za z mikoplazmami okuženi liniji izkazali HEK 
293 in HeLa. Pri HEK 293 smo obarvanje gojišča opazili takoj. Delci v gojišču, ki oddajajo 
svetlobo so lahko mikoplazme, čeprav v nasprotju z pričakovanji niso okrogle oblike. Lahko 
gre tudi za DNA iz apoptotičnih celic (celične linije in mikoplazem), ki je tudi ena izmed 
posledic okužbe z mikoplazmami. Tudi Jung in sod. (2003) so opazili, da je fluorescentno 
barvanje DNA težko interpretirati zaradi prisotnosti drugih bakterij ali razpadlih jeder. 
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Po sekvenciranju smo ugotovili, da je celična linija HEK 293 okužena z M. hyorhinis, ki se 
tipično nahaja zunaj celic (Kotani in sod., 1990), zato bi lahko predvidevali, da je barvilo 
reagiralo z M. hyorhinis v gojišču. Preverili smo tudi obe ostali HEK 293 celični liniji, eno 
nižjih pasaž iz istega laboratorija in eno iz zunanjega laboratorija, ki pa nista imeli obarvanih 
delcev v gojišču, neokuženost pa je potrdil tudi PCR.  
 
Najbolj opazna okužba z mikoplazmami je bila pod mikroskopom vidna pri celični liniji 
HeLa, kjer smo lahko takoj opazili osvetljeno celično membrano in citoplazmo, iz česar 
lahko sklepamo, da se mikoplazma pripne na membrano, lahko pa jo tudi prehaja in okuži 
citoplazmo. Sekvenciranje je pokazalo, da je HeLa prav tako okužena z M. hyorhinis, vendar 
je okužba pri tej celični linji izgledala drugače in bolj podobno drugim posnetkom okuženih 
celic. Eden takih posnetkov je slika, kjer je Chen (1977) s fluorescentnim mikroskopom 
opazoval s Hoechst 33258 obarvane človeške celice, ki so bile okužene z Mycoplasma 
hyorhinis (Slika 2). 
 
Čeprav smo imeli do razlik med obarvanjem DH82 neokužene in okužene linije velika 
pričakovanja, se je izkazalo, da kljub dodatku namnožene kulture M. canis, DH82* ni tako 
zelo okužena kot HeLa, saj smo mikoplazme pod mikroskopom zelo težko videli. V gojišču 
nismo opazili obarvanih delcev, prav tako ne v citoplazmi, vse kar bi lahko pripisali okužbi 
z mikoplazmo, so bile manjše pike v bližini celic, ki so reagirale z barvilom, podobne 
rezultate pa so dobili tudi Michaels in sod., 2016 (Slika 3, C). 
 
Že PCR 1 je pokazal, da sta HEK 293 in HeLa močno okuženi z mikoplazmami, saj je bila 
intenziteta elektroforezne črte obeh celičnih linij primerljiva z intenziteto črte pri pozitivni 
kontroli, ki je vsebovala samo DNA M. canis. Tudi pri NS-1 in Caco-2 smo opazili komaj 
vidni črti, ki pa sta lahko posledica nespecifične vezave začetnih oligonukleotidov, saj ju v 
ostalih PCR reakcijah, ki smo jih izvedli v manj ponovitvah, nismo opazili. 
 
S PCR 2 smo preverili, ali so okužene tudi nižje pasaže istih celičnih linij in izkazalo se je, 
da je celična linija HeLa že okužena prišla v naš laboratorij, HEK 293 pa se je očitno okužila 
pri nas. Najverjetneje se je to zgodilo med delom z odmrznjeno celično linijo, nato pa je bila 
okužena linija namnožena in ponovno zamrznjena skupaj z mikoplazmami. Tudi Drexler in 
Uphoff (2002) poročata, da so primarne celične linije in kulture nižjih pasaž redkeje okužene 
(1–5 %), za razliko od trajnih (15–35 %). 
 
Ker je v isti stavbi tudi laboratorij za delo z mikoplazmami, je prenos okužbe znotraj 
laboratorija povsem mogoč scenarij. Mikoplazme so v laboratorij lahko prišle tudi s 
tripsinom, ki ga dodajamo v gojišče, v katerem rastejo celične linije, saj je naravni gostitelj 
M. hyorhinis respiratorni sistem prašičev, tripsin pa izolirajo iz prašičje trebušne slinavke 
(Polak-Vogelzang in sod., 1990). 
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Ne le nižje pasaže HEK 293, tudi HEK k.i., ki smo ga dobili iz kemijskega inštituta, se je 
izkazal za neokuženega, zato bi lahko za nadaljnjo uporabo v laboratoriju namnožili enega 
od njiju, višje pasaže v našem laboratoriju pa odstranili. Prav tako bi bilo potrebno odstraniti 
celično linijo HeLa, ki je okužena in pridobiti novo, ki pri preverjanju z izbrano metodo ne 
bi kazala okužbe. 
 
Da smo preverili, ali deluje izolacija DNA mikoplazem iz okužene celične linije in da PCR 
ne deluje le, ker dodamo koncentrirano DNA, izolirano iz čiste kulture mikoplazem, smo 
sami okužili pasjo celično linijo DH82 s pasjo mikoplazmo M. canis. Nato smo s celično 
linijo ravnali enako kot z ostalimi in jo uporabili kot pozitivno kontrolo, saj smo vedeli, da 
je okužena. Da pa smo bili prepričani, da je okužena le z M. canis, smo testirali še neokuženo 
linijo, ki je to glede na PCR 2 tudi bila. 
 
Poleg GPO3 in MGSO, ki sta splošna začetna oligonukleotida in naj bi nalegala na prav vse 
mikoplazme, smo uporabili še dva para začetnih oligonukleotidov, ki se specifično vežeta 
na DNA določenih vrst mikoplazem. Potrdila sta vse okužene linije prvih dveh PCR, dodatno 
pa smo ugotovili, da se B4 nespecifično veže tudi na M. hyorhinis, s katero naj bi bili okuženi 
HeLa in HEK 293. Po Salling in Bang-Christensen (2016) naj bi M. hyorhinis zaznaval B3, 
kar potrdi tudi razlika v intenziteti črt med obema uporabljenima paroma začetnih 
oligonukleotidov. Ker se nespecifična vezava B4 ni pokazala pri obeh pozitivnih kontrolah, 
predvidevamo, da imata začetna oligonukleotida B4 in M. canis več razlik. Ob preverjanju 
naleganja B4 (priloga A) smo ugotovili, da je razlik med protismiselnim B4 in M. canis res 
več kot pri M. hyorhinis. Pri Caco-2' pomnožen z B4 smo opazili potencialni pomnožek, 
vendar na podlagi razlike v velikosti in manjše intenzitete glede na ostale pomnožke 
sklepamo, da gre za neizrabljene začetne oligonukleotide. Opazimo lahko, da je pomnožek 
malenkost krajši, saj je prepotoval nekoliko daljšo pot, ki je primerljiva z ostanki začetnih 
oligonukleotidov pri HeLa'. Ker okužbe nismo zaznali z drugimi metodami ali z drugimi 
začetnimi oligonukleotidi pri Caco-2' ali višjih pasažah, je malo verjetno, da gre za okužbo.   
 
Zdravljenje z gentamicinom ni obrodilo sadov, saj se pri celičnih linijah HEK 293 in HeLa 
ni zmanjšala niti intenziteta elektroforeznih črt. Komaj opazna črta se je pojavila tudi pri 
Caco-2, kar je lahko posledica navzkrižne kontaminacije. Da bi bili popolnoma prepričani, 
bi morali ponoviti izolacijo in PCR. Uphoff in Drexler (2002) predlagata, da se po 
zdravljenju celice goji vsaj dva tedna brez antibiotika, da imajo mikoplazme, ki se jih morda 
nismo uspeli znebiti, čas za pomnožitev do števila, ki ga lahko zaznamo z izbrano metodo. 
Kljub temu, da tega nismo naredili, se ne bi dosti spremenilo, saj zdravljenje ni inhibiralo 
rasti mikoplazem. 
 
Morda je problem zdravljenja v izbrani metodi preverjanja, saj PCR zazna prisotnost DNA, 
kljub temu, da so celice morda že apoptotične. Ker pa smo v gojišču z gentamicinom celične 
linije gojili kar nekaj časa, predvidevamo, da smo DNA, ki se je sprostila iz mikoplazem, 
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odstranili z menjavo gojišča in centrifugiranjem, ker pa je prosta DNA nestabilna, je 
najverjetneje preveč razgrajena, da bi se pomnožila tekom PCR. Z metodo PCR so prisotnost 
mikoplazme po zdravljenju preverjali tudi Molla Kazemiha in sod. (2019) in z njo potrdili 
tako odsotnost okužbe kot tudi še vedno prisotne mikoplazme. 
 
Problem uporabe gentamicina je lahko tudi njegova koncentracija, zato bi morali preizkusiti 
širše koncentracijsko območje dodanega gentamicina, prav tako pa tudi druge antibiotike. 
Naša koncentracija gentamicina v gojišču je znašala 0,12 mg/ml, kar bi glede na MIC 
(minimalna inhibitorna koncentracija) pri Bekő in sod. (2019) bilo dovolj, saj je njihova 
znašala ≤2 μg/ml (preračunano v MIC ≤0,002 mg/ml), Taylor-Robinson in Bébéar (1997) 
pa poročata, da so mikoplazme na gentamicin deloma občutljive (MIC = 1–10 mg/l; 
preračunano v MIC = 0,001–0,01 mg/ml). Pri Hannan (1995) je MIC90 znašal 0,5 mg/ml, po 
14 pasažah pa so mikoplazme nanj postale rezistentne. Ker tudi v našem laboratoriju rutinsko 
dodajamo antibiotik gentamicin v gojišče, so mikoplazme v naših celičnih linijah morda že 
razvile rezistenco nanj, kar nam je onemogočilo, da bi jih odstranili, oziroma bi morali 
koncentracijo še povečati. Možno je tudi, da so bile mikoplazme znotraj celice, čeprav za 
kratek čas, kar jih je zaščitilo pred antibiotikom.  
 
Gentamicin je aminoglikozidni bakterijski antibiotik, ki učinkuje proti gram-negativnim 
bakterijskim okužbam. Inhibira sintezo proteinov z vezavo na 30S ribosomalno podenoto in 
prepreči tvorbo iniciacijskega kompleksa z mRNA. Povzroči tudi nepravilno branje mRNA, 
kar vodi v produkcijo nepravilnih proteinov (Tangy in sod. 1985). Če so naše celice na 
gentamicin res postale odporne, gre lahko za enega izmed poznanih mehanizmov rezistence 
na aminoglikozidne antibiotike. Najbolj klasičen je sprememba vezavnega mesta tarče 
antibiotika, v našem primeru A-mesta bakterijskega ribosoma, ki se lahko zgodi zaradi 
mutacije ribosoma ali kot posledica encimske spremembe ribosoma, ki ga največkrat 
povzročijo 16S rRNA metiltransferaze. Najbolj pogost mehanizem rezistence so encimi, ki 
spremenijo sam antibiotik (AME – angl. aminoglycoside-modifying enzymes), ta pa se 
zaradi spremembe ne more vezati na ribosom. Ker mikoplazme nimajo celične stene, ki je 
naravna zaščita pred antibiotiki, so le-tem bolj izpostavljene, kljub temu pa lahko antibiotik 
z aktivnim transportom iz celice prenašajo posebne črpalke, za povečano odpornost pa lahko 
poskrbi tudi spremenjena celična membrana ali membranske proteaze, ki razgradijo 
nepravilne proteine (Garneau-Tsodikova in Labby, 2016).  
 
V vsaki celični kulturi so celice v vseh življenjskih ciklih, zato predvidevamo, da se v gojišču 
nahaja DNA apoptotičnih celic. Predvidevali smo, da je enako pri celicah mikoplazem. To 
smo preverili tako, da smo namesto izolirane DNA v PCR dodali kar supernatant visoko 
konfluentne celične linije. V nobenem od njih nismo zaznali prisotnost DNA mikoplazem, 
čeprav se iz osvetljene poti na elektroforeznem gelu vidi, da je v njem prisotna DNA vseh 
velikosti. Tudi Jung in sod. (2003) niso zaznali okužbe v prvem PCR-ju, ko so namesto 
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izolirane DNA uporabili celični supernatant po treh dneh gojenja, so jo pa zaznali po drugem 
po metodi vgnezdenega PCR-ja. 
 
Res komaj opazno črto lahko opazimo tudi pri prvi negativni kontroli PCR 4, ki namesto 
DNA vsebuje le vodo. S pozitivnostjo negativne kontrole smo imeli precej težav, razlog 
zanje pa vidimo v tem, da je v sosednjem laboratoriju v preteklosti dlje časa potekalo delo z 
mikoplazmami. Morda se je DNA mikoplazme prenesel tudi iz zraka. Okužbo PCR 
mešanice, ene izmed njenih komponent ali uporabljene vode bi lahko izločili, saj niso vsi 
vzorci pozitivni. Tudi pri drugi negativni kontroli, ki smo jo nanesli ravno zaradi težav z 
negativno kontrolo, smo uporabili isto PCR mešanico, vodo iz iste mikrocentrifugirke in jo 
pomnožili ter nanesli v enakih pogojih. Iz tega sklepamo, da se je okužba vzorca pojavila 
nekje med delom ali z uporabljeno opremo, saj so mikoplazme vse okoli nas in na nas samih. 
 
Sekvenciranje je pokazalo, da so HEK 293, HeLa in NS-1 okužene z isto mikoplazmo M. 
hyorhinis, ki spada med mikoplazme, ki najpogosteje kontaminirajo celične linije. Predvsem 
nas je presenetilo dejstvo, da se je prebrano zaporedje pri NS-1 skoraj popolnoma ujemalo z 
M. hyorhinis, kar kaže na to, da je NS-1 res okužena, na kar so že opozorile komaj vidne črte 
pri nekaterih PCR-jih. Možno je tudi, da se je vzorec DNA NS-1 kontaminitral po izolaciji, 
predvsem, ker sta tudi drugi dve celični liniji okuženi z isto mikoplazmo. V sekvenciranje 
bi lahko vključili tudi celično linijo DH82*, da bi preverili, ali je prebrano zaporedje enako 
M. canis in na ta način preverili celoten postopek sekvenciranja. 
 
Mikoplazme, ki je okužila celice NIH 3T3, nismo mogli natančno identificirati, saj sta se 
obe najdeni zaporedji od ujemajočega dela sekvence razlikovali za en sam nukleotid, vendar 
na različnih mestih. Tudi po preverjanju naleganja GPO3/MGSO ni postalo bolj jasno, saj 
se je zaporedje M. zalophi razlikovalo od MGSO le v enem mestu, od M. arginini pa v dveh. 
Bolj verjetno je celična linija NIH 3T3 okužena z M. arginini, saj spada med mikoplazme, 
ki najpogosteje okužijo celične linije. 
 
Na testiranje MYCOPLASMACHECK smo zaradi omejenih finančnih sredstev poslali le tri 
celične linije, pri katerih so bili rezultati naših testov dvoumni ali neprepričljivi. Želeli smo 
potrdilo, da so res neokužene, in jih lahko uporabimo za raziskave ali pa namnožimo in 
shranimo v zamrzovalniku za nadaljnjo uporabo. Vse tri so bile potrjene kot neokužene. Med 
izbranimi linijami je bila tudi NS-1, kar spet kaže na nespecifične pomnožke ali 
kontaminacijo z DNA mikoplazem, ki so okužile druge celične linije. Enako je tudi s Caco-
2, ki je sicer kazala znake okužbe le pri PCR 1 s 35 ponovljenimi cikli, drugje pa ne. 
 
Glede na Preglednico 16 z vsemi zbranimi rezultati lahko zaključimo, da so okužene celične 
linije v našem laboratoriju HeLa, HEK 293 višjih pasaž in NIH 3T3, uspešno pa smo z M. 
canis okužili tudi DH82. Za Caco-2 in NS-1 bi težko zagotovo rekli, ali sta okužena ali ne, 
saj so različne metode pokazale različne rezultate, vendar lahko glede na rezultate 
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komercialnega testiranja MYCOPLASMACHECK sklepamo, da sta liniji neokuženi. 
Dodatno bi lahko izvedli še druge teste ali komercialna testiranja, ki temeljijo na PCR 
metodi. 
 
Nikfarjam in Farzaneh (2012) priporočata, da celične linije preverjamo periodično in s tem 
zmanjšamo tveganje za prikrite mikoplazme v celičnih linijah. Z izključitvijo okuženih linij 
se izognemo širjenju okužbe na neokužene linije. Za bolj zanesljive raziskave v našem 
laboratoriju bi bilo potrebno odstraniti vse okužene celične linije, ostale, ki niso bile 
vključene v to magistrsko delo, pa preveriti z izbrano metodo. 
 
Če potrebujemo rezultate takoj, je sicer najhitrejši način za testiranje celičnih linij 
Mycoplasma Detection Kit-QuickTest, ki ga izvedemo v desetih minutah, poleg tega je tudi 
zelo poceni in preprost za uporabo, tako da ga lahko uporablja vsak. Vendar pa se je test 
izkazal za zelo nezanesljivega, saj so se vsi vzorci obarvali temneje kot negativna kontrola. 
Naš komercialni kit je eden redkih na trgu, ki ne sloni na PCR metodi kot večina ostalih, 
ampak deluje na podlagi barvne reakcije. 
 
Za rezultate v istem dnevu lahko uporabimo tudi PCR in barvanje, pri čemer je PCR lažji za 
izvedbo in bolj zanesljiv, vendar nekoliko dražji. Barvanje je dobra izbira, če je v 
laboratoriju, ki bi želel to metodo rutinsko uporabljati za testiranje okuženosti z 
mikoplazmami, že fluorescentni mikroskop in analitik z izkušnjami. Tako bi testiranje 
postalo hitrejše in bolj zanesljivo, saj bi z rednim delom pridobili izkušnje, ki bi omogočale 
nedvoumno ločevanje med okuženimi in neokuženimi. Prednost PCR pred barvanjem je 
tudi, da lahko testiramo več vzorcev naenkrat, kar lahko zelo pospeši analiziranje vseh 
celičnih linij v nekem laboratoriju. Za testiranje okužbe z mikoplazmami obstaja veliko 
komercialnih testov, ki uporabljajo metodo PCR ali pa izvedejo testiranje z verižno reakcijo 
s polimerazo in ti pošljejo le rezultate.  
 
Označevanje DNA s fluorokromi je sicer lahka in hitra metoda, vendar je interpretacija 
rezultatov lahko zelo zapletena in zanjo potrebujemo nekaj izkušenj, še posebno če so celice 
v zelo slabem stanju. Občutljivost in specifičnost bi lahko povečali z uporabo indikatorskih 
celičnih linij kot so Vero B4, NIH 3T3 ali 3T6 (Nikfarjam in Farzaneh, 2012). 
 
Sekvenciranje samo po sebi ni najbolj uporabno, če nas zanima samo, ali so celične linije 
okužene, vendar je ena redkih metod, ki natančno določi, s čim so okužene. Ker je tudi 
nekoliko dražja in zahtevnejša od PCR, je za rutinsko uporabo ne bi priporočili. Problem se 
pojavi, če so linije okužene z več kot eno mikoplazmo, saj se prebrani sekvenci pokrivata in 
ju je težko ločiti. 
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Izmed vseh izvedenih testov bi kot najbolj primernega izbrali PCR, saj je zaradi možnosti 
analiziranja večjega števila vzorcev naenkrat precej hiter, preprost in zanesljiv, hkrati pa 
cenovno ugoden, saj je PCR v večini celičnih laboratorijev stalno v uporabi. 
 
Če ne želimo ali ne moremo rutinskih testiranj izvajati v laboratoriju lahko vzorce pošljemo 
podjetju, ki se s tem ukvarja, pri čemer je cena nekoliko višja, vendar zahteva minimalno 
dela z vzorcem. Mi smo vzorce poslali v Eurofins genomics, kjer izvajajo 
Mycoplasmacheck, ki sloni na metodi qPCR. Cena desetih vzorcev znaša 150,00 €, medtem 
ko vse kemikalije za PCR stanejo precej manj, če upoštevamo, da opremo za PCR rutinsko 
uporabljamo v laboratoriju. 
 
V ponudbi najdemo precej komercialnih kitov. Mycoplasma PCR ELISA podjetja Merck za 
888,00 € ponuja pripravljene mešanice za izvedbo PCR in ELISA testa na 96 vzorcih. Kit 
naj bi zaznal vse naslednje mikoplazme: M. orale, M. arginini, M. fermentans, M. hyorhinis, 
M. salivarium, M. gallisepticum, M. hominis, M. bovis, M. californicum, M. bovoculi, M. 
bovigenitalium, M. hyopneumoniae, A. laidlawii, U. urealyticum, naj pa ne bi zaznal DNA 
ostalih bakterij, razen Clostridium sp.. Prednost Mycoplasma PCR ELISA je, da zazna zelo 
nizke koncentracije DNA mikoplazme (1-20 kopij), izvedba pa traja okoli 6 ur (Merck, 
2019). 
 
Tudi mi bi lahko za zaznavo okužbe z mikoplazmo uporabili test ELISA, ki je hiter in 
omogoča testiranje več vzorcev naenkrat, vendar bi morali protitelesa, ki bi se vezala na 
mikoplazme, kupiti ali pa jih proizvesti sami, kar je projekt za še eno magistrsko delo. Prav 
tako je še veliko prostora za razvoj testa, ki bi temeljil na čisto drugačni osnovi. 
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6 SKLEPI                  
Ugotovili smo, da so pogosto uporabljene celične linije v našem laboratoriju v večini 
primerov okužene z mikoplazmo M. hyorhinis, zato predvidevamo, da je prišlo do 
kontaminacije z že okuženo celično linijo. Kljub več izvedenim testom na eni celični liniji, 
smo se za nekatere linije težko odločili, ali so okužene ali ne, kar ovrže našo hipotezo, da 
bomo z izbranimi metodami potrdili ali ovrgli okuženost. Prav tako bi lahko ovrgli hipotezo, 
da bodo rezultati posameznih metod med seboj primerljivi, saj je ravno neskladje rezultatov 
v nekaterih primerih povzročilo neodločenost o okuženosti. 
Kljub težavam, lahko zaključimo, da je najbolj zanesljiv in uporaben test PCR, saj ga lahko 
za nizko ceno izvedemo sami. Nekaj težav lahko povzročijo mikoplazme na opremi, v 
kemikalijah ali tiste, ki so prisotne na človeku.  
To magistrsko delo odpre številna nadaljnja vprašanja v zvezi z okuženimi celičnimi 
kulturami. Potrebno bi bilo preizkusiti tudi druge metode zdravljenja, hkrati pa tudi druge 
antibiotike in različne koncentracije le-teh. Zanimivo bi bilo razviti svoj test za zaznavo 
mikoplazem, predvsem na področju imunoloških testov. Potrebno je pregledati še ostale 
celične linije v zbirki našega laboratorija in odstraniti vse okužene celične linije ter pridobiti 
nove neokužene. Poleg tega je potrebno ustvariti protokole in pravila, ki bi preprečevala 
okužbo naših celičnih kultur iz zunanjih virov, kot so nove celične linije drugih laboratorijev, 
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7 POVZETEK 
Mikoplazme so najmanjši in najpreprostejši prokarionti, ki spadajo v razred Mollicutes, 
kamor jih uvršča odsotnost celične stene. Pogosto okužijo celične linije, ki jih gojimo v 
laboratoriju, zato je potrebno rutinsko preverjati, ali so celice primerne za raziskave in 
proizvodnjo bioloških molekul. Na voljo so različne mikrobiološke metode, ki omogočajo 
gojenje mikoplazem na agarju ali specializiranih gojiščih, metode, ki temeljijo na 
podaljševanju DNA z uporabo generičnih začetnih oligonukleotidov, hibridizacija na 
mikromreže, biokemijski testi, kjer mikoplazemski encim razgradi substrat v gojišču, kar 
lahko izmerimo kot signal, imunološki testi ter uporaba barvil, ki se vežejo na DNA, kar 
opazimo pod fluorescentnim mikroskopom. Najpogosteje laboratorijske celične kulture 
okužijo M. hyorhinis, M. orale, M. arginini in A. laidlawii, ki se prenesejo z uporabo istega 
medija, dodatkov in laboratorijske opreme na druge neokužene kulture. Z evkariontskimi 
celicami tekmujejo za hranila v gojišču, njihove endonukleaze pa vplivajo na DNA 
gostiteljskih celic. Kadar so celice nenadomestljive, lahko mikoplazme odstranimo s 
fizikalnimi, kemičnimi, imunološkimi in kemoterapevtskimi pristopi, najpogostejša pa je še 
vedno uporaba antibiotikov. Problem odstranitve mikoplazem je v nezanemarljivem vplivu 
postopka ali kemikalije na evkariontske celice, pri uporabi antibiotikov pa tudi pojav 
rezistence. 
 
Najpogosteje uporabljene celične linije smo gojili v gojišču brez antibiotika, nato pa iz celic 
izolirali DNA, ki smo jo uporabili v PCR, kjer so začetni nukleotidi prepoznali DNA 
mikoplazem in pomnožili odsek, ki smo ga opazili na elektroforeznem gelu. Supernatant 
smo testirali s komercialnim kitom, ki deluje na podlagi barvne reakcije, ki je posledica 
prisotnosti mikoplazemskih metabolitov. Celicam smo dodali barvilo, ki se je vezalo na 
DNA in pod mikroskopom opazili manjše pike na membrani celic in v gojišču okuženih 
celic. Ker nas je zanimalo, s katero vrsto so okužene naše celične linije, smo nekaj 
pomnoženih odsekov mikoplazemske DNA sekvencirali in jih primerjali z zaporedji 
identificiranih mikoplazem v podatkovni bazi. Celice smo poskušali ozdraviti s pomočjo 
antibiotika gentamicina, ki smo ga dodali direktno v gojišče.  
 
Brez dvoma lahko trdimo, da so izmed testiranih okužene celične linije HEK 293, HeLa in 
NIH 3T3. Za HEK 293 in HeLa vemo tudi, da sta okuženi z M. hyorhinis. Po analizi nižjih 
pasaž smo ugotovili, da je celična linija HeLa okužena prišla v naš laboratorij, HEK 293 pa 
se je okužila med rokovanjem v laboratoriju, saj nižje pasaže iste celične linije niso kazale 
znakov okužbe. Zaradi nasprotujočih rezultatov različnih metod smo se pri CaCo-2 in NS-1 
težko odločili, ali sta okuženi, zato smo ju poslali na testiranje, kjer sta se izkazali za 
neokuženi. Ugotovili smo, da je M. hyorhinis najverjetneje odporna na gentamicin, zato nam 
celičnih kultur ni uspelo ozdraviti. 
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Pri komercialnem testu so se vsi supernatanti obarvali temneje kot negativna kontrola, kar 
kaže na okuženost vseh celic. Ker noben drug test ni potrdil prisotnosti mikoplazem v vseh 
kulturah, smo komercialni test označili za nezanesljivega in posledično neuporabnega. 
Precej bolj zanesljiva in uporabna pa sta bila barvanje DNA in PCR, vendar se je opazovanje 
celic pod fluorescentnim mikroskopom izkazalo za zelo subjektivno metodo, ki potrebuje 
izkušeno oko in primerno opremo. Ker je pošiljanje vzorcev v analizo zunanjim 
laboratorijem časovno in stroškovno potratno, smo ocenili, da je PCR najboljša metoda za 
rutinsko pregledovanje celičnih linij. Če nas zanima tudi vrsta mikoplazme, s katero je 
celične linija okužena, lahko pomnožen odsek tudi sekvenciramo, za rutinsko uporabo pa je 
ta metoda prezahtevna in predraga. 
 
Celične linije bi lahko testirali tudi z drugimi metodami ali pa razvili svojo metodo, saj je še 
kar nekaj potencialnih možnosti na področju biokemijskih in imunoloških metod. Prav tako 
bi bilo potrebno pregledati še ostale celične linije v našem laboratoriju in okužene odstraniti, 
da ne bi prišlo do prenosa mikoplazem na neokužene linije. 
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>NR_028813.1 Mycoplasma canis strain PG14 16S ribosomal RNA, partial 
sequence 
ACGCTGGCTGTGTGCCTAATACATGCATGTCGAGCGGAGTTCTTCGGAACTTAGCGGCGAATGGGTGAGT 
AACACGTACTTAACATGCCTTTTAGATTGGGACAACGATGAGAAATTATCGCTAATACCGGATACTTATA 
TGGTTCGCATGAACTATATATAAAAGAAGCCTTTAAAGCTTCACTAAAAGATTGGGGTGCGGAACATTAG 
CTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCGATGATGTTTAGCGGGGTTGAGAGACTGATCCGCCACACT 
GGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTCCACAATGGACGAAAGTCT 
GATGGAGCGACACAGCGTGCAGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACTGCTGTTATAAGGGAAGAAAAAGC 
AGTAGAGGAAATGCTATTGCCTTGACGGTACCTTGTCAGAAAGCAACGGCTAACTATGTGCCAGCAGCCG 
CGGTAATACATAGGTTGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCTGTAGGTTGTATGTTAAG 
TCTGGCGTGAAAACTTGGGGCTCAACCCCAAATTGCGTTGGATACTGGCATGCTAGAATTGTGTAGAGGT 
TAGCGGAATTCCTAGTGAAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAAGAACATCAACATGGCGAAGGCAGCT 
AACTGGGCACATATTGACACTGAGAGACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 
ACGCTGTAAACGATGATGATTAGCTGATAGTARAACTATCGGCACAGCTAACGCATTAAATCATCCGCCT 
GAGTAGTATGCTCGCAAGAGTGAAACTTAAAGGAATTGACGGGGATCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG 
TTTAATTTGAAGATACKCGTAGAACCTTACCCACTCTTGACATCTTCCGCAAAGCTATAGAGATATAGTG 
GAGGCTAACGGAATGACAGATGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTCGGTTAAGTCCT 
GCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTAATTTTCTAGGGAGACTGCCCGAGTAATTGGGAGGAAGGTGG 
GGACGACGTCAAATCATCATGCCTCTTACGAGTGGGGCAACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGAG 
AAGCAAAACGGCGACGTCAAGCAAATCTCAAAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGAC 
TACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCTACGCTACGGTGAATACGTTCTCGGGTCTTGTA 
CACACCGCCCGTCACACCATGGGAGCTGGTAATGCCCGAAGTCGGTTTTGTTAACTACGGAGACAACTGC 
CTAAGGCAGGGCCGGTGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACA 
 
 
 
